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RESUMO

Kato R B. Participacao de Integrinas ¢ MicroRNAs no Potencial Osteogénico de Superficie de
Titanio com Nanotopografia [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, 2014. 69p.

O objetivo desse estudo foi investigar a participagdo de integrina ot131 e microRNAs (miRs)
no potencial osteogénico de superficies de titanio (Ti) com nanotopografia. Discos de Ti
previamente polidos foram tratados quimicamente com H,;SO4/H,0, para obtengdo de
nanotopografia, que foi observada por microscopia eletronica de varredura. Para o estudo da
participagdo da integrina olf1, células-tronco mesenquimais (CTMs) de ratos foram
cultivadas em condigdes osteogénicas e ndo osteogénicas sobre superficies de Ti com
nanotopografia e sem tratamento quimico (controle). O resultados mostraram que a
nanotopografia de Ti aumentou a proliferacao celular, a atividade de fosfatase alcalina (Alp) e
regulou positivamente a expressdo génica de marcadores da diferenciagdo osteobldstica em
CTMs cultivadas tanto em condigdes osteogénicas quanto em condigdes ndo osteogénicas.
Além disso, uma maior expressdo génica para as integrinas ol e B1 foi observada em culturas
crescidas sobre nanotopografia em condigdes nao osteogénicas em relagdo ao Ti controle. O
uso de obtustatina, um inibidor de integrina ol 31, reduziu os efeitos da nanotopografia sobre
os marcadores osteoblasticos, indicando a participagdo da via de sinalizacdo dessa integrina
nos efeitos da nanotopografia sobre CTMs. Para investigar a participacdo de miRs no efeito
osseoindutor da nanotopografia de Ti, foram utilizadas CTMs humanas e células pré-
osteoblasticas de camundongos da linhagem MC3T3-El. A andlise em larga escala da
expressdo de miRs revelou que 60 miRs foram regulados positivamente (no minimo, 2x
maior), enquanto 58 miRs foram regulados negativamente (no minimo, 2x menor) em CTMs
crescidas sobre a nanotopografia. Trés desses miRs, miR-4448, -4708 e -4773, cuja expressao
foi significativamente reduzida pela nanotopografia de Ti (no minimo, 5x menor), afetaram a
diferenciagdo osteoblastica de CTMs. Esses miRs atuam diretamente sobre SMADI e
SMADA4, proteinas transdutoras da sinalizagdo da proteina 6ssea morfogenética 2 (Bmp-2),
conhecida por sua capacidade osseoindutora. Além disso, verificou-se que a sobreexpressao
de miR-4448, -4708 e -4773 em células pré-osteoblasticas MC3T3-E1l inibiu a expressao
génica e proteica de SMADI e SMAD4 e, consequentemente, a expressao génica de
marcadores 0sseos. Esses dados sugerem a influéncia do circuito miR-SMAD-Bmp-2 sobre o
efeito osseoindutor da nanotopografia. Conjuntamente, os achados do presente estudo
mostraram que o efeito da nanotopografia de Ti sobre a diferenciagdo osteoblastica resulta de
um mecanismo regulatério complexo, do qual fazem parte as vias de sinalizacao da integrina
olB1 e da Bmp-2, com a participagdo de miRs. Esses resultados podem representar um
avango para o desenvolvimento de novas modificagdes de superficie, com o objetivo de
acelerar e/ou melhorar o processo de osseointegracao.

Palavras-chave:  Nanotopografia; Titdnio; MicroRNA; Integrina;  Célula-tronco
mesenquimal; Osteoblasto.



ABSTRACT

Kato R B. Participation of Integrins and MicroRNAs on the Osteogenic Potential of Titanium
with Nanotopography [thesis]. Ribeirdo Preto: University of Sdo Paulo, School of Dentistry of
Ribeirao Preto, 2014. 69p.

The aim of this study was to investigate the role of the a1B1 integrin and microRNAs (miRs)
on the osteogenic potential of titanium (Ti) with nanotopography. Polished Ti discs were
chemically treated with H,SO4/H,0O; to generate nanotopography, which was observed under
scanning electron microscopy. For the study related to the alf1 integrin, rat mesenchymal
stem cells (MSCs) were cultured under osteogenic and non-osteogenic conditions on Ti with
nanotopography and non-treated Ti discs (control). Nanotopography increased cell
proliferation and alkaline phosphatase (Alp) activity and upregulated the gene expression of
bone markers in cells cultured under osteogenic and non-osteogenic conditions. Furthermore,
the gene expression of al and B1 integrins was higher in cells cultured on nanotopography
under non-osteogenic conditions compared with control. Obtustatin, an inhibitor of alfl
integrin, reduced the higher gene expression of the bone markers induced by nanotopography.
These results indicate that alfl integrin signaling pathway determines the osteoinductive
effect of nanotopography on MSCs. The role of miRs in the osteogenic potential of Ti with
nanotopography was evaluated using human MSCs and MC3T3-E1 mouse pre-osteoblastic
cells. The miR sequencing analysis revealed that 60 miRs were upregulated (> 2 fold), while
58 miRs were downregulated (< 2 fold) in MSCs grown on nanotopography. Three miRs,
miR-4448, -4708 and -4773, which were significantly downregulated (< 5 fold) by
nanotopography, affected the osteoblast differentiation of MSCs. These miRs directly target
SMADI and SMADA4, both key transducers of the bone morphogenetic protein 2 (Bmp-2)
osteogenic signal, which were upregulated by nanotopography. Overexpression of miR-4448 -
4708 and 4773 in MC3T3-El cells noticeably inhibited gene and protein expression of
SMADI1 and SMAD4 and by targeting them, these miRs repressed gene expression of key
bone markers. These results suggest that a miR-SMAD-Bmp-2 circuit acts in the Ti
nanotopography-mediated osteoblast differentiation. Taken together, our data showed that the
osteoblast differentiation induced by Ti with nanotopography is governed by a complex
regulatory network involving a crosstalk between olf1 integrin and Bmp-2 signaling
pathways with participation of miRs.

Keywords: Nanotopography; Titanium; MicroRNA; Integrin; Mesenchymal stem cell;
Osteoblast.
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1 INTRODUCAO

A realizagdo de procedimentos utilizando implantes dentdrios aumentou
exponencialmente nos tltimos anos e, na area da implantodontia, o titanio (Ti) ¢ o biomaterial
mais frequentemente usado para a fabricagdo de implantes, por apresentar excelentes
propriedades mecanicas e bioldgicas (Puleo & Nanci, 1999). Sabe-se que a propor¢ao de
contato direto entre osso e Ti ¢ influenciada tanto por parametros clinicos, como condigdes do
leito hospedeiro, técnica cirtrgica e utilizagdo de carga, quanto por caracteristicas do
implante, como a topografia e a quimica de superficie (Schwarz et al., 2009; Mendonga et al.,
2008; Shalabi et al., 2006; Sykaras et al., 2000; Masuda et al., 1998; Albrektsson &
Johansson, 1991).

Nesse cendrio, a nanotecnologia surge como uma importante ferramenta, capaz de
regular o fendmeno da osseointegracao por meio da modulacdo da atividade osteoblastica
sobre superficies de implantes de Ti (Zuo et al., 2013; Waze et al., 2013; Ballo et al., 2011;
Bueno et al.,, 2011). Muitos estudos tém mostrado que nanotopografias produzidas por
diferentes tipos de tratamento e com padrdes topograficos diversos podem modular a resposta
osteoblastica desde a adesdo celular até a mineralizagdo da matriz extracelular (Hori et al.,
2011; Oh et al., 2009; Vetrone et al., 2009; de Oliveira et al., 2007).

O tratamento quimico por oxidagdo/desoxidagdo, utilizando uma mistura de
H,S04/H,0,, cria uma nanotopografia bem caracterizada em termos de estrutura fisica e
quimica sobre a superficie de Ti (Variola et al., 2008; Yi et al., 2006). Comparada com a
superficie de Ti ndo tratada, essa nanotopografia exibe uma rugosidade de superficie trés
vezes maior, nanopicos de 22 nm, um aumento na espessura da camada de 6xido de Ti (TiO;)
de 5 nm para 40 nm e baixos indices de contamina¢ao com nitrogénio (N) e silicio (Si) (Yi et

al., 2006). Essas caracteristicas fisico-quimicas da nanotopografia tém por objetivo instituir
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uma relagdo biomimética entre a superficie do implante e o tecido 6sseo e assim mimetizar o
microambiente celular (Annunziata et al., 2012; Ramis et al., 2012).

Nosso grupo tem pesquisado os varios aspectos da interagdo entre células osteogénicas
primarias de calvaria de ratos recém-nascidos e superficie de Ti com nanotopografia (Bueno
et al., 2011; de Oliveira et al., 2007; de Oliveira & Nanci, 2004). Foi demonstrado que a
expressdo das proteinas matricelulares sialoproteina dssea (Bsp) e osteopontina (Opn) ¢
regulada positivamente pela nanotopografia nos estagios precoces da cultura celular (de
Oliveira & Nanci, 2004). Corroborando o estudo acima, foi observado um aumento
significante de ndédulos mineralizados na superficie tratada em relagdo ao Ti controle nos
periodos de 10 e 14 dias (de Oliveira et al., 2007). Além disso, notou-se que o desenho da
nanotopografia varia em fun¢do do tempo de tratamento quimico e que a deposi¢ao de Opn na
matriz extracelular ¢ maior em superficies de Ti tratadas por 4 horas comparadas as tratadas
por 30 minutos (Bueno et al., 2011). Em mandibulas de caes, foi demonstrado que esse tipo
de tratamento de superficie aumenta a osteogénese de contato com implantes de Ti (Tavares
et al., 2007). Os resultados promissores obtidos com a nanotopografia quanto ao potencial
osteogénico justificam a investigacdo dos mecanismos celulares envolvidos nesse fendmeno,
os quais ainda ndo foram completamente explorados e esclarecidos.

Nos ultimos anos, varias vias regulatorias envolvidas na diferenciagdo osteobléstica
foram descobertas por estudos moleculares e genéticos (Chen et al., 2013; He et al., 2013;
Komori, 2010; Rosen, 2009; Canalis, 2009). Fatores de transcrigdo, moléculas sinalizadoras e
modificadores de estrutura de cromatina exercem papel fundamental nos mecanismos
regulatorios da osteogénese (Stein et al., 2009; Jensen et al., 2007; Lian et al., 2006). As
integrinas e os microRNAs (miRs) fazem parte dessas moléculas capazes de modular a

diferenciagdo osteoblastica (Eguchi et al., 2013; Wei et al., 2012; Schneider et al., 2011; Itoh
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et al., 2009; Li et al., 2008; Ekholm et al., 2002; Gronthos et al., 2001; Zimmerman et al.,
2000; Xiao et al., 1998).

As integrinas constituem uma familia de receptores de membrana que tem como
fungdo primaria a adesdo de células as proteinas da matriz extracelular, como o colageno e a
fibronectina, e alguns de seus membros estdo envolvidos no processo de diferenciagdo
osteoblastica (Schneider et al., 2011; Mizuno et al., 2000; Jikko et al., 1999; Hynes, 1987). As
integrinas sao proteinas transmembrana heterodiméricas constituidas por duas subunidades, a
e B, identificadas e descritas primeiramente por Hynes (1987). Atualmente, sdo conhecidas
dezoito subunidades a e oito subunidades 3, as quais se associam por ligagao nao-covalente
para formar vinte e quatro combinagdes distintas entre as subunidades a e 3, cada uma com
caracteristicas especificas em relagao aos ligantes aos quais se associam (Shekaran & Garcia,
2011). O comprimento da subunidade o ¢ de 1008-1152 aminodcidos, com uma regido
citoplasmatica de 22-32 aminoacidos e uma por¢ao transmembrana de 20-29 aminoacidos
(Siebers et al., 2005). A subunidade  possui aproximadamente 700 aminoécidos, com uma
regido citoplasmatica de 20-50 aminodcidos e uma por¢do transmembrana de 26-29
aminoacidos (Siebers et al., 2005). A sinalizagdo por integrinas ocorre em ambas as direcdes
da membrana celular, sendo que a ligacdo de integrinas a componentes da matriz extracelular
pode desencadear uma cascata de sinalizagdo intracelular, enquanto que sinais intracelulares
podem modular a ativacdo de integrinas e consequentemente sua afinidade pelo ligante,
presente na matriz extracelular (Giancotti & Ruoslahti, 1999).

As integrinas ativam varias proteinas tirosina quinases e duas vias de sinalizacdo que
envolvem as FAK (focal adhesion kinases) ou as quinases da familia Src (Yan et al., 2012;
Schneider et al., 2011; Shekaran & Garcia, 2011; Giancotti & Ruoslahti, 1999). A associagao
coordenada entre ligantes da matriz extracelular, integrinas e componentes do citoesqueleto

forma agregados macromoleculares conhecidos como adesdes focais. As FAK sdo recrutadas
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para sitios de adesdo focal e interagem diretamente, ou por meio das proteinas do
citoesqueleto talina e paxilina, com a por¢ao intracelular da subunidade 3 da integrina. Apds a
ativacdo, as FAK sofrem autofosforilagcdo, criando um sitio de ligacao para o dominio SH2
presente na quinase Src. A quinase Src fosforila entdo diversos componentes do sitio de
adesdo focal que participam da sinalizagdo via FAK. Além de ativar as FAK, algumas
integrinas ativam a tirosina quinase Fyn e por meio dela, a proteina adaptadora Shc, com a
participacio da proteina caveolina-1, acoplando a subunidade « da integrina a Fyn. E possivel
que ambas as quinases, FAK e Shc, ativem a cascata Ras-ERK (extracellular regulated
kinase), responsavel pelos efeitos intracelulares mediados pelas integrinas, ¢ que a
contribuicao de cada uma dependa do tipo celular avaliado (Giancotti & Ruoslahti, 1999).

Os efeitos das integrinas nas células osteoblasticas sdo amplamente abordados na
literatura. Foi mostrado que o bloqueio da subunidade f1 da integrina, inibe a mineralizacao da
matriz extracelular em culturas de células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas de medula
6ssea humana (Gronthos et al., 2001). Camundongos transgénicos que exibem uma forma
truncada da subunidade B1 da integrina em osteoblastos e ostedcitos apresentam massa dssea
reduzida e aumento da porosidade 6ssea (Zimmerman et al., 2000). A adesdo de células da
linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-El ao colageno do tipo I, mediada pela
integrina 02f1, ativa o fator de transcricdo Runx2 (runt-related transcription fator 2), essencial
para a diferenciagdo osteoblastica (Xiao et al., 1998). A expressdo de Runx2 ¢ também
modulada pelas FAK em osteoblastos da linhagem UMR-106, derivada de ratos (Schneider et
al., 2011). Em camundongos, demonstrou-se que a deficiéncia da integrina alf1 resulta na
reducdo do calo 6sseo durante o processo de reparo de fraturas (Ekholm et al., 2002).

Diversos estudos tém mostrado a participagdo de integrinas na resposta de células
osteoblasticas a biomateriais com diferentes topografias de superficie (Chiu et al., 2014;

Wang et al., 2013; Lu et al., 2010; Olivares-Navarrete et al., 2008). Foi demonstrado que a
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associacdo de micro e nanotopografia em superficies de Ti favorece a diferenciacao de
osteoblastos humanos da linhagem MG63, por aumentar a expressdao de integrinas B1 e 3
(Wang et al., 2013). Arcabougos de fosfato de calcio e superficies de Ti com microtopografia
promovem a diferenciacdo de osteoblastos primarios e da linhagem MG63 de humanos por
um processo envolvendo a integrina a2f1 (Lu et al., 2010 Olivares-Navarrete et al., 2008).
Com base nesses resultados, o desenvolvimento de biomateriais que possam modular a
interacdo entre integrinas e matriz extracelular representa uma importante estratégia para
terapias relacionadas ao tecido 6sseo nas areas odontologica e médica.

Os miRs tém sido considerados com um dos mais importantes mecanismos pos-
transcricionais envolvido na modulacao da osteogénese (Eguchi et al., 2013; Lian et al., 2012;
Hassan et al., 2010). Eles constituem uma classe de pequenos RNAs nao codificadores que
regulam o processo de traducdo proteica em organismos superiores, silenciando ou
degradando moléculas-alvo de RNA mensageiro (RNAm) apds sua transcricdo (Vimalra) &
Selvamurugan, 2013; Bakhshandehet al., 2012; Dong et al., 2012; Hassan et al., 2012; Hassan
et al., 2010; Liston et al., 2010; Itoh et al., 2009; Goff et al., 2008; Duchaine et al., 2006;
Bartel, 2004). Os miRs foram descobertos no inicio da década de 90 durante um estudo sobre
o gene lin-14, de desenvolvimento de nematodos. Os autores observaram que a expressao
deste gene podia ser modulada por um curto produto de RNA, denomidado lin-4, que
continha sequéncias parcialmente complementares a varias sequéncias do RNAm do gene lin-
14 e com complementaridade suficiente para inibir sua traducdo (Lee et al., 1993). Até o
presente momento, 1424 miRs foram identificados em humanos, sendo estes, responsaveis
por mais de 50% da regulag¢do da codificagdo proteica (Bakhshandehet et al., 2012; Dong et
al., 2012; Laine et al., 2012; Taipaleenmaki et al., 2012; Tome et al., 2011; Hu et al., 2010;
Liston et al., 2010; Ghildiyal & Zamore, 2009; Itoh et al., 2009; Schoolmeesters et al., 2009;

Goff et al., 2008; Li et al., 2008).
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Os miRs sdo transcritos como parte de longos precursores (transcrito primario; pri-
miR) e processados no nucleo por uma RNase III (Drosha) em produtos intermediarios
menores (pré-miRs). Os pré-miRs sdo transportados para o citoplasma pela exportina 5, onde
sdo processados por uma segunda enzima da familia RNAse III (Dicer), gerando miRs com
20-25 nucleotideos. Depois de completamente processados, os miRs sdo incorporados ao
complexo silenciador induzido por RNA (RISC) por se ligarem a proteinas argonautas. Esse
complexo ¢ capaz de mediar a interacdo do miR com seu RNAm alvo, a qual normalmente se
da entre os nucleotideos 2-8 da por¢ao terminal 5" do miR e a regido 3" ndo-traduzida (3’
UTR) do RNAm, alterando a estabilidade do RNAm, inibindo o processo de tradugdo e,
consequentemente, a expressao proteica (Liston et al., 2010; Ghildiyal & Zamore, 2009).

A descoberta de miRs que regulam a diferencia¢do osteoblastica in vitro e a formagao
6ssea in vivo indica o papel relevante de miRs neste tecido (Gaur et al., 2010; Huang et al.,
2010; Itoh et al., 2009; Li et al., 2009; 2008; Luzi et al., 2008). Véarios estudos tém
demonstrado que miRs medeiam mecanismos de modulagdo tanto da expressdo génica em
osteoblastos, quanto da esqueletogénese (Eguchi et al., 2013; Wei et al., 2012; Itoh et al.,,
2009; Li et al., 2008; Deng et al., 2014; Kureel et al., 2014). Foi observado que o cluster de
miRs 23~27~24-2 inibe a diferenciagdo osteoblastica, enquanto miR-30d e -218 a estimulam
(Egushi et al., 2013; Hassan et al., 2010). Além disso, foram identificados diversos miRs que
modulam a formacgdo d6ssea, como miR-140, que contribui para a ossificagdo endocondral,
miR-206, cuja expressdo em osteoblastos de camundongos transgénicos promove perda de
massa 0ssea (Nakamura et al., 2011; Inose et al., 2009), miR-27, que favorece a diferenciagao
da linhagem hFOBI1.19 de células osteoblasticas derivadas de fetos humanos pela modulacao
da via de sinalizagdo Wnt (Wang & Xu, 2010), miR-29b, que promove osteogé€nese em
células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-E1 por reduzir a expressdo de

proteinas inibidoras da diferencia¢do osteoblastica, HDAC4, TGFB3, ACVR2A, CTNNBIP1
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e DUSP2 (Li et al., 2009) e miR-196a, cuja sobreexpressao em CTMs derivadas de tecido
adiposo humano reduz a proliferagao celular e aumenta a diferenciagdo osteoblastica (Kim et
al., 2009). Além disso, pesquisas apontam que a proteina dssea morfogenética 2 (Bmp-2),
sabidamente osseoindutora, reduz a expressao de um grupo de miRs que inibe a formagao
ossea (Li et al., 2008; Oskowitz et al., 2008). Uma anélise inicial mostrou a sobreexpressao de
aproximadamente 60 miRs durante o processo de diferenciacdo de células osteoprogenitoras
até o estdgio final de mineralizacdo da matriz extracelular em células pré-osteoblasticas da
linhagem MC3T3-E1 (Li et al., 2009).

Na literatura, sdo escassos os estudos que de fato avaliaram a expressdao de miRs em
osteoblastos crescidos sobre superficies modificadas de Ti (Chakravorty et al., 2012; Palmieri
et al., 2008a; Palmieri et al., 2008b; Palmieri et al., 2007). Além disso, ainda nao foram
completamente esclarecidos os mecanismos pelos quais a nanotopografia de Ti favorece a
diferenciagdo osteoblastica e a mineralizagdo da matriz extracelular de CTMs. Assim,
considerando o papel de integrinas e de miRs na modulagdo da diferenciacdo osteoblastica e
da formagdo Ossea, ¢ plausivel a elaboragdo da hipotese de que integrinas e miRs estdo

envolvidos no potencial osteogénico de superficies de Ti com nanotopografia.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar a participagdo da integrina allp1 e dos miRs no

potencial osteogénico de superficie de Ti com nanotopografia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Participacido da integrina alfl no potencial osteogénico de superficie de Ti com

nanotopografia

3.1.1 Obtencao de nanotopografia em amostras de Ti

Discos de Ti comercialmente puro, grau 2, de 13 mm de didmetro e 2 mm de altura
(Realum, Sao Paulo, SP, Brasil), usinados, foram polidos com lixas de carbeto de silicio de
grana 320 e 600, lavados em ultrassom, tolueno e submetidos a condicionamento em solucao
de H,SO4 10 N e H,0, 30% por 4 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo constante
(Variola et al., 2008; de Oliveira et al., 2007). Os discos foram, em seguida, lavados em agua
destilada, autoclavados e secos ao ar. Discos controle foram preparados de forma semelhante,
a excecdo da etapa do condicionamento com solug¢do de H,SO4 10 N e H,O, 30%, ndo
realizada. Foram preparados 110 discos com nanotopografia e 110 discos controle.
Previamente a utilizagdo nos experimentos com culturas de células, superficies de Ti com
nanotopografia e Ti controle foram analisadas em microscopio eletronico de varredura

(Inspect S50, FEI, Hillsboro, OR, EUA) operando em 5 kV.

3.1.2 Obtenc¢ao e cultura de CTMs derivadas de medula 6ssea de ratos

CTMs foram obtidas de medula éssea de fémures de ratos Wistar com 4 semanas de
vida e massa corporal variando entre 100 e 150 g, seguindo os protocolos aprovados pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade de Sao Paulo (Processo n° 11.1.890.53.0). Os
ratos foram eutanasiados por sobredose dos anestésicos Ketamina (Agener Unido, Embu-
Guacgu, SP, Brasil) e Xilazina (Dopaser Calier, Juatuba, MG, Brasil). Os fémures foram
isolados e transportados em meio de cultura contendo meio essencial minimo modificacao

alfa (a-MEM, Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 50
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ug/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 3 ug/mL de fungisona (Gibco-Life
Technologies). No fluxo laminar, os fémures foram submetidos a antissepsia e a remoc¢ao de
tecidos moles remanescentes. As epifises foram removidas e a medula 6ssea, extraida por
meio de irrigagdo com meio de cultura ndo osteogénico, contendo o-MEM (Gibco-Life
Technologies), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies), 50
pg/mL de vancomicina (Acros Organics, Geel, Bélgica), 50 pg/mL de gentamicina (USB
Corporation, Cleveland, OH, EUA) e 0,3 pg/mL de fungisona (Gibco-Life Technologies).

As células em cultura primaria foram mantidas em frascos de 75 cm? (Corning,
Incorporated, Costar, Tewksbury, MA, EUA), selecionadas por aderéncia ao poliestireno e
expandidas em meio de cultura ndo osteogénico. Na subconfluéncia da cultura primaria, o meio
de cultura foi removido e foi adicionada solugdo de tripsina 0,25% (Gibco-Life Technologies), 1,3
mg/mL de colagenase do tipo II (Gibco-Life Technologies) e EDTA 1 mM (Gibco-Life
Technologies) para obtencdo de suspensdo de células. As células da primeira passagem foram
cultivadas em placas de 24 pogos, sobre as diferentes superficies de Ti, na densidade de 2x10*
células/pogo em meio de cultura osteogénico, composto por meio nao osteogénico suplementado
com 5 pg/mL de acido ascorbico (Gibco-Life Technologies), B-glicerofosfato 7 mM (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e dexametasona 107 M (Sigma-Aldrich). As células foram
cultivadas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico. As

trocas do meio de cultura foram realizadas 3 vezes por semana.

3.1.3 Proliferacao e viabilidade celulares

A proliferacao e a viabilidade celulares foram avaliadas pela contagem do niimero de
células viaveis e ndo viaveis. Aos 4, 10 e 17 dias, células crescidas sobre as diferentes
superficies de Ti foram isoladas por tratamento com solugdo contendo EDTA1 mM, 1,3

mg/mL de colagenase e tripsina 0,25% (Gibco-Life Technologies). Uma aliquota de 10 puL da



Material e Métodos | 23

suspensao de células foi misturada a igual volume de azul de Trypan 0,4% (Invitrogen-Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA) para determinacao do nimero de células vidveis (nao
marcadas pelo azul de Trypan) e células ndo vidveis (marcadas pelo azul de Trypan), com o

auxilio de um contador de células (Countness cell counter, Invitrogen-Life Technologies).

3.1.4 Atividade de fosfatase alcalina (Alp)

Aos 4, 10 e 17 dias, a atividade de Alp de culturas crescidas sobre diferentes
superficies de Ti foi determinada por meio da liberagdo de timolftaleina a partir da hidrolise
do substrato de timolftaleina monofosfato, usando um kit comercial (Labtest Diagnostica SA,
Belo Horizonte, MG, Brasil), de acordo com as instrucdes do fabricante. O meio de cultura
foi removido e os pocos, lavados trés vezes com tampao fosfato-salino (PBS) aquecido a
37°C. Em seguida, os pogos foram preenchidos com 2 mL de agua deionizada e as placas,
submetidas a 5 ciclos de choque térmico, que consistiram na exposicao da placa a ambiente a
-20°C por 20 minutos, seguidos de 15 minutos a 37°C. Isso resultou na lise das células e
liberacao do seu conteudo na solucdo de agua deionizada. Foram utilizados tubos de ensaio
branco, padrao e testes, sendo um tubo teste por poco. Em todos os tubos, foram adicionados
50 uL de substrato e 500 pL. de tampao dietanolamina 0,3 mmol/mL, pH 10,1. Apenas no
tubo padrao, foram acrescentados 50 pL da solucdo padrdo. Os tubos foram mantidos a 37°C
por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 50 pL dos lisados celulares a cada tubo teste e
estes foram mantidos a 37°C por 10 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 2 mL do
reagente de cor (Na,CO; 0,09 umol/mL e NaOH 0,25 pmol/mL) em todos os tubos. Em
seguida, a absorbancia foi avaliada em espectrofotdometro (CE 3021, Cecil, Cambridge,
Inglaterra) utilizando-se o comprimento de onda de 590 nm. A atividade de Alp foi expressa
como umol de timolftaleina normalizada por hora e pelo nimero total de células presentes no

respectivo periodo experimental.
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3.1.5 Formacao de matriz mineralizada

Aos 21 dias, as culturas crescidas sobre as diferentes superficies de Ti foram fixadas com
2 mL de formalina 10% por 2 dias, desidratadas em alcool etilico na sequéncia de 30%, 50%,
70% e 100%, sendo 1 hora para cada concentragdo. Em seguida, foram coradas com vermelho de
Alizarina (Sigma-Aldrich) 2%, pH 4,2, por 15 minutos a temperatura ambiente e lavadas com
PBS e agua bidestilada. As amostras foram observadas por epifluorescéncia (Axio Imager M2,
Carl Zeiss, Berlin, Alemanha) em microscopio equipado com uma camera digital Axiocam MRm
(Carl Zeiss). As imagens adquiridas foram processadas pelo sistema de analise e processamento
de imagens Axiovision 4.8.2. A quantificacio da formacdo de matriz mineralizada foi
determinada a partir da extragdo do vermelho de Alizarina (Gregory et al., 2004). Para isso, foram
acrescentados 280 pL de é4cido acético 10% em cada poco, e as placas, deixadas sob agitacdo
suave por 30 minutos. A camada de células foi raspada, e a solucdo, transferida para tubos de 1,5
mL e mantida sob agitacdo em vortex por 30 segundos. Em seguida, os tubos foram aquecidos a
85°C por 10 minutos e transferidos para o gelo por 5 minutos. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados a 13000 r.p.m. por 20 minutos e 100 pL do sobrenadante de cada tudo foram
transferidos para uma placa de 96 pocos (Corning) contendo 40 pL de hidroxido de amonia 10%.
A absorbancia foi medida em espectrofotometro (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA),

utilizando comprimento de onda de 405 nm.

3.1.6 Expressao génica de marcadores da diferenciacio osteoblastica (PCR em tempo real)
Aos 10 dias, o meio de cultura foi removido dos pocos e foi adicionado o reagente
Trizol LS (Invitrogen-Life Technologies) a temperatura ambiente ¢ mantido por 5 minutos,
sob agitacao por pipetagem. A extracdo do RNA total foi realizada com o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com especificagdes do fabricante.

O RNA total obtido foi quantificado em diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e
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320 nm) no aparelho NanoVue (GE Healthcare, Waukesha, WI, EUA). A fita de cDNA foi
confeccionada a partir de 1 pg de RNA total, por meio de reacdo com a enzima transcriptase
reversa, utilizando-se o kit SuperScript™ III First Strand Synthesis Systems (Invitrogen-Life
Technologies) e o termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
Para as reagdoes de PCR em tempo real, foram utilizados o reagente SYBR Green (Bio-
Rad, Philadelphia, PA, EUA) e o aparelho CFX96 (Bio-Rad). As reagdes foram realizadas em
triplicata com volume final de 13 pL por reacao, contendo 12,5 ng de cDNA. A reacdo de
amplificacao foi composta por 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (desnaturacdo e extensdo). Os resultados foram
analisados com base no valor de Ct (cicle threshold), sendo este o ponto correspondente ao
numero de ciclos em que a amplificagdo das amostras atingiu um limiar (determinado entre o
nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagdo exponencial das
amostras), que permitiu a analise quantitativa da expressao dos genes Runx2, Colageno tipo I
Alfa 1 (CollAl), Alp, Osteocalcina (Oc), Bsp e Bmp-4. Como controle endogeno foi avaliada
a expressao génica do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), usada para a
normaliza¢ao dos niveis de expressao dos genes avaliados. As sequéncias de primers sao
apresentadas na Tabela 1 do Apéndice. Uma amostra negativa (agua) foi submetida a reagao
com cada par das sequéncias dos primers utilizados. O método comparativo de 2" (Livak &
Schmittgen, 2001) foi utilizado para comparar a expressao génica das células crescidas sobre

as diferentes superficies de Ti.

3.1.7 Efeito da superficie de Ti com nanotopografia sobre a diferenciacio osteoblastica
de CTMs
Com o objetivo de investigar o quanto a nanotopografia pode afetar a expressao génica

de marcadores Osseos, CTMs foram expandidas em meio ndo osteogénico até a
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subconfluéncia, plaqueadas sobre superficies de Ti com nanotopografia e Ti controle e
cultivadas em meio nao osteogénico, ou seja, na auséncia de acido ascorbico (Gibco-Life
Technologies), B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e dexametasona (Sigma-Aldrich), fatores
que induzem a osteogénese. Ao final de 10 dias, a expressdo dos genes Runx2, CollA1, Alp,

Oc, Bsp e Bmp-4 foi avaliada por PCR em tempo real, conforme descrito no subitem 3.1.6.

3.1.8 Participacido da integrina alfl no efeito osseoindutor da superficie de Ti com
nanotopografia

Para este experimento, CTMs foram expandidas em meio ndo osteogénico até a
subconfluéncia, plaqueadas sobre superficies de Ti com nanotopografia e Ti controle e
cultivadas em meio ndo osteogénico. Aos 10 dias, a expressdo génica das integrinas ol e 1
foi avaliada por PCR em tempo real, conforme descrito no subitem 3.1.6. Ainda, CTMs
crescidas sobre superficies de Ti com nanotopografia foram cultivadas em meio nao
osteogénico, por periodos de até 10 dias, na presenca de obtustatina 10 nM, um potente
inibidor seletivo da integrina at1B1 (Marcinkiewicz et al., 2003), ou na presenca de veiculo
(dgua destilada). Foram avaliadas, adesdo e espraiamento celulares e a imunolocalizagdo de
Opn por epifluorescéncia em 24 horas, a atividade de Alp aos 10 dias (conforme descrito no
subitem 3.1.4) e a expressdo génica dos mesmos marcadores 6sseos mencionados no subitem

3.1.7, por PCR em tempo real (conforme subitem 3.1.6) aos 10 dias.

3.1.9 Epifluorescéncia

A adesao e espraiamento celulares e a presenga de Opn em culturas crescidas sobre as
superficies de Ti com nanotopografia em meio ndo osteogénico, expostas ou nao a obtustatina
10 nM por 24 horas, foi avaliada qualitativamente por epifluorescéncia. Para isso, as células

foram fixadas com paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,2, durante 10
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minutos a temperatura ambiente. A permeabilizagdo celular foi realizada com 1 mL/poco de
solugdo de Triton X-100 0,5% (Acros Organics) em PB, durante 10 minutos, seguida de
bloqueio com leite desnatado 5% em PB, durante 30 minutos. Um anticorpo primario
monoclonal anti- Opn (MPIIIB10, 1:800; Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa
City, IA, EUA) foi utilizado, seguido por incubag¢ao com anticorpo secundario conjugado com
o fluoréforo Alexa Fluor 594 (fluorescéncia vermelha; 1:200, Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA), adicionado a mesma solu¢do de faloidina conjugada ao fuordforo Alexa Fluor 488
(fluorescéncia verde; 1:200, Molecular Probes), para a detec¢ao do citoesqueleto de actina (60
minutos cada anticorpo). Nucleos de células foram marcados com 4', 6-diamidino-2-
fenilindol, dicloridrato (DAPI, Molecular Probes) 300 nM durante 5 minutos e uma laminula
de vidro foi montada com um kit antifade (Prolong, Molecular Probes) sobre a superficie de
Ti contendo células. As amostras foram examinadas por epifluorescéncia, como descrito no
subitem 3.1.5 e as imagens digitais adquiridas, processadas com o software Adobe Photoshop

(Adobe Systems, San Jose, CA, EUA).

3.1.10 Analise estatistica

Os dados apresentados nesse estudo sdao representativos de trés experimentos
independentes, com a utilizagdo de CTMs provenientes de trés diferentes pools de medula
Ossea de fémures de ratos. Para cada um desses experimentos, os ensaios de proliferagdo,
viabilidade celular, atividade de Alp e formacdo de matriz mineralizada foram realizados em
quadruplicata (n=4) e a expressdo génica, em triplicata (n=3). As comparacdes entre
superficies de Ti com nanotopografia e Ti controle e entre obtustatina e veiculo foram

realizadas utilizando o teste de Mann-Withney, com nivel de significancia estabelecido em

5%.
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3.2 Participacao de miRs no potencial osteogénico de superficie de Ti com nanotopografia

3.2.1 Obtencio e cultura de CTMs humanas

As CTMs humanas foram obtidas a partir da medula 6ssea localizada na crista do 0sso
iliaco de 4 doadores distintos (2 mulheres: 56 € 62 anos e 2 homens: 54 e 60 anos de idade),
seguindo os protocolos aprovados pelo comité de ética em pesquisa da Universidade de Sao
Paulo (Processo n°® 0095.0138.000-10). O tecido foi triturado com auxilio de tesoura e pinga e
as células isoladas, cultivadas e plaqueadas conforme descrito no subitem 3.1.2. As culturas

foram mantidas em meio osteogénico sobre as diferentes superficies de Ti por periodos de até

21 dias.

3.2.2 Proliferaciao e viabilidade celulares
A proliferacdo e a viabilidade celulares foram avaliadas pela contagem do ntimero de

células viaveis e ndo viaveis aos 4, 10 e 17 dias, conforme descrito no subitem 3.1.3.

3.2.3 Formacao de matriz mineralizada
O método empregado na quantificagdo de formacao de matriz mineralizada, aos 21

dias, foi idéntico ao detalhado no subitem 3.1.5.

3.2.4 Expressao génica dos marcadores da diferenciacdo osteoblastica (PCR em tempo
real)

Ao final de 4, 10 e 17 dias, a analise da expressao génica dos marcadores Runx2,
CollA1, Alp, Oc, Opn e Bmp-2, assim como sua normalizagdo e comparagdo, foi realizada
como descrito no subitem 3.1.6. As sequéncias de primers sdo apresentadas na Tabela 1 do

Apéndice.
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3.2.5 Western blot para deteccio da proteina Alp

Aos 10 e 17 dias, células crescidas sobre as diferentes superficies de Ti foram
destacadas por tratamento com solucao de ImM EDTA, 1,3 mg/mL de colagenase e tripsina
0,25% (Gibco-Life Technologies). As amostras foram homogeneizadas, transferidas para
tubos falcon e centrifugadas por 5 minutos a 2000 r.p.m. O sobrenadante foi descartado e as
células, lavadas 3 vezes com 5-10 mL de PBS aquecido. Apds a ultima centrifugacao, todo o
PBS foi removido, e foi adicionado o tampao RIPA (NACI 150 mM, Sigma-Aldrich; NP40
10%, Sigma-Aldrich; C4sH39O4Na 0,5%, Sigma-Aldrich; SDS 0,1%, Sigma-Aldrich; e Tris
base 50 mM, pH 8, Roche, Madison, WI, EUA). A extracdo da proteina total foi realizada por
lise celular, utilizando-se aparelho de ultrassom (Misonix, Farmingdale, NY, EUA) com 5
pulsos de 10 segundos e intervalos de 10 segundos entre os pulsos. Primeiramente,
determinou-se a concentracdo de proteinas das amostras, ug/mL, pelo método de Bradford
(1976), utilizando o kit comercial Protein Assay (Bio-Rad), de acordo com as instrugdes do
fabricante. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (CE 3021, Cecil), com
comprimento de onda de 750 nm. Foram preparados géis de poliacrilamida 8,5% para
separagdo das proteinas, contendo, para um volume final de 10 mL: 2,84 mL de acrilamida,
2,60 mL de tampao Tris 1,5%, pH 6,8 e SDS 0,4%, pH 8,8, 4,8 mL de 4gua destilada, 10 uL.
de Temed e 75 UL de persulfato de amonia 10% (National Diagnostics, Charlotte, NC, EUA).
Apds a polimerizagdo do gel de separacdo, foi confeccionado o gel de empilhamento 5%,
contendo, para um volume final de 5 mL: 0,83 mL de acrilamida, 0,13 mL de tampao Tris
HCI, pH 6,8 e SDS 10%, 3,44 mL de agua destilada, 12 pL. de Temed e 20 pL de persulfato
de amonia 10% (National Diagnostics). Apds sua polimerizacdo, os géis foram montados em
aparato proprio e foi adicionado o tampdo de corrida, composto por 3,01 g de Tris base
(Roche); 14,4 g de glicina (USB Corporation) e 1 g de SDS (Sigma-Aldrich), para um volume

final de 1 L de agua destilada. Para o ensaio, 50 pug de proteina de cada grupo, contidos em
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um volume final de 20 pL, foram misturadas com 5 pL de tampao de amostra, contendo 7 mL
de Tris base pH 6,8 (Roche), 3 mL de glicerol (Sigma-Aldrich), 1 g de SDS (Sigma-Aldrich),
0,93 g de DTT (Sigma-Aldrich), 1,2 mg de bromofenol (Sigma-Aldrich) e 10 mL de agua
destilada e B-mercaptoetanol. Apds aquecimento em banho-maria a 100°C por 5 minutos, as
amostras foram aplicadas nos géis, € a separacao das proteinas, realizada por eletroforese com
aplicacdo de 100 V/hora. Como referéncia para identificagdo do peso molecular das proteinas
separadas, foi utilizado um marcador que identifica bandas entre 10 e 250 kDa (Bio-Rad). As
proteinas foram transferidas dos géis para membranas de nitrocelulose (Hybond C-Extra, GE
Healthcare) com o aparelho Trans-Blot® SD (Bio-Rad), operado com 12 V por 45 minutos.
As membranas foram submetidas a trés incubagdes a temperatura ambiente, sendo: 1)
bloqueio dos sitios inespecificos por 3 horas, com leite desnatado 5% diluido em Tampao
Salino de Tris com Tween 20 (TBS-T), composto por 2.43 g de Tris, (Roche), 8 g de NaCl,
(Sigma-Aldrich), 1 mL de Tween 20 e 1 L de agua destilada, pH 7,6, 2) incubagdo, por 3
horas, com o anticorpo primério anti- Alp (1:2000, policlonal de coelho; Santa Cruz
Biotechnology, Princeton, NJ, EUA) diluido em solugdo de leite desnatado a 2,5% em TBS-T
e 3) incubacdo, por 1 hora, com anticorpo secunddrio conjugado com peroxidase (1:2000,
cabra anti-coelho IgG HRP; Santa Cruz Biotechnology) diluido em solugdo de leite desnatado
a 2,5% em TBS-T. Ao final de cada incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes, 10
minutos cada, com TBS-T. Por fim, as membranas foram incubadas com solugdo
quimiluminescente (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) por 1 minuto e transferidas para o
aparelho G:BOX (SynGene, Los Altos, CA, EUA). Para a captacdo de imagens da banda
relativa & proteina Alp (66 kDa) foi utilizado o programa GeneSnap (SynGene). Como
proteina constitutiva, foi utilizada a o-tubulina. Para isso, as membranas foram submetidas a
tratamento com solugdo Re-blot plus mild (Millipore, Billerica, MA, EUA) por 20 minutos, a

tempratura ambiente, para a remog¢ao dos anticorpos, € entdo incubadas de acordo com os
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procedimentos previamente descritos, utilizando-se anticorpo primdrio anti-tubulina (1:8000,
monoclonal de camundongo IgG1, Sigma-Aldrich) e anticorpo secundario conjugado com

peroxidase (1:2000, monoclonal de cabra anti-camundongo IgG1, Santa Cruz Biotechnology).

3.2.6 Sequenciamento de miRs na plataforma Illumina

Células crescidas sobre as diferentes superficies de Ti por periodos de 4, 10 e 17 dias
foram submetidas ao sequenciamento de miRs, realizado na Illumina HiSeq (Illumina, San
Diego, CA, EUA), com as versdes mais recentes dos reagentes de sequenciamento e
superficies de clonagem, fornecendo at¢ 300 GB em informagdes de sequenciamento por
superficie de clonagem. A qualidade do RNA total foi avaliada utilizando-se o Agilent
Bioanalyzer 2100 (Agilent, Lexington, MA, EUA), seguido pela conversao do RNA em fitas
de cDNA. Para a geragdo das bibliotecas, foram utilizados kits TruSeq (Illumina) seguindo as
instrucdes do fabricante. A construcao da biblioteca consiste na fragmentacao aleatoria dos
miRs, seguida pela produgcdo de cDNA com primers aleatérios. As extremidades do cDNA
foram reparadas e foram adicionados a cauda poli A e os adaptadores para indexacdo (até 12
diferentes codigos de barras diferentes por faixa) durante os ciclos de sequenciamento.
Previamente a geragdo dos clusters os cDNAs foram quantificados por meio de qPCR,
realizada em termociclador Roche LightCycler 480 (Roche), utilizando-se o kit Kapa
Biosystems (Kapa Biosystems, Cambridge, MA, EUA). Os clusters foram gerados para
render aproximadamente 725K-825K clusters/mm”. Sua densidade e qualidade foram
determinadas durante a corrida, apos a avaliagdo dos parametros de adicdo de primeira base.
Executaram-se corridas de sequenciamento de emparelhamento final 2X50 bp para alinhar as
sequéncias de cDNA para o genoma de referéncia. Previamente ao alinhamento, os dados
foram convertidos para o formato FASTQ Sanger pelo programa FASTQ Groomer. O

programa TopHat foi utilizado para alinhar leituras RNA-Seq com o genoma de referéncia,
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utilizando o programa Bowtie para alinhamento de sequéncias curtas, e para analisar os
resultados do mapeamento, pela identificacdo de juncdes de splicing entre os exons. As
leituras alinhadas pelo TopSeq foram utilizadas pelo Cufflinks para a montagem de
transcritos, estimativa de abundancia e testes de expressdo e regulagdo diferenciais. A
ferramenta Cuffcompare, que ¢ parte do Cufflinks, comparou os transcritos montados com a
anotagao de referéncia e rastreou transcrigdes Cufflinks ao longo de varios experimentos. Por
fim, o Cuffdiff indicou alteragdes significantes na expressao de transcritos de miRs. O
arquivo BAM gerado pelo TopHat foi filtrado e a leitura foi pareada e mapeada. Foi criado
um acumulo do arquivo filtrado de acordo com o modelo MAQ. Este acumulo foi filtrado
para relatar variantes e para converter as coordenadas em intervalos, cobertos por um niimero
determinado de leituras, com bases acima de um limiar de qualidade estabelecido. Para
confirmar os resultados da analise de sequenciamento de miRs, as expressdes de miR-4448, -
4708 e -4773 foram avaliadas usando o kit QuantimiR-RT (Systems Biosciences-SBI,
Mountain View, CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. As expressoes
relativas foram calculadas pelo método ACT e normalizadas pela expressdo de U6, para
mostrar os valores absolutos de miRs, e foram representados com relagdo ao miR nao
silenciador (NS). Além disso, seus alvos potenciais, SMAD1 e SMAD4, foram avaliados por
PCR em tempo real, como descrito no subitem 3.1.6. As sequéncias de primers (Invitrogen-

Life Technologies) sdo apresentadas na Tabela 1 do Apéndice.

3.2.7 Transfec¢cao de miRs

Células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-El, cutivadas em
meio ndo osteogé€nico (descrito no subitem 3.1.2) até 30% a 50 % de confluéncia, foram
transfectadas com 100 nM de miR- 4448 , -4708 e -4773, ou NS miR (Sigma-Aldrich),

utilizando RNAiMax (Invitrogen-Life Technologies) e de acordo com as instru¢cdes do
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fabricante. Foi coletado, apds 48 horas, material para andlise de expressdao génica e de
proteinas. Para avaliar a expressao génica dos miRs, foi utilizado o kit QuantimiR-RT
(Systems Biosciences-SBI) seguindo as instrugdes do fabricante. As expressdes relativas
foram calculadas pelo método ACT e normalizada pela expressdao de U6 para mostrar os
valores absolutos de miRs, em relagdo ao NS miR. Além disso, a expressdo génica dos
marcadores 6sseos Bmp-2, Runx2 e Oc foram avaliadas de acordo com o subitem 3.1.6. As
sequéncias de primers sdo apresentadas na Tabela 1 do Apéndice. Western blot foi realizado
de acordo com o descrito no subitem 3.2.5, utilizando anticorpos para detectar as proteinas

SMADI1 (1:2000, Santa Cruz Biotechnology) e SMAD4 (1:2000, Santa Cruz Biotechnology).

3.2.7 Analise estatistica

Os dados apresentados nesse estudo sao representativos de quatro experimentos
independentes, com a utilizagdo de CTMs humanas provenientes de quatro doadores distintos.
Para cada um desses experimentos, os ensaios de proliferacdo, viabilidade celular e a
formag¢do de matriz mineralizada foram realizados em quintuplicata (n=5) e a expressdo
génica, em triplicata (n=3). Dados obtidos em diferentes periodos da cultura (proliferacao,
viabilidade celular e expressdo génica) foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo pos-teste de Fisher para as comparagdes entre superficies de Ti com nanotopografia e Ti
controle. Dados de ensaios realizados em um unico periodo (formagdo da matriz mineralizada
e a expressdo génica) foram analisados pelo teste Mann-Whitney tanto para comparar
superficies de Ti com nanotopografia e Ti controle, quanto para comparar cada miR com o
NS miR transfectados em células da linhagem MC3T3-El. Para todos os experimentos, o

nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Tratamento da superficie de Ti

Na microescala, as superficies de Ti apresentaram uma topografia bastante similar,
com ranhuras em varias dire¢cdes (Figuras 1A e 1B). Em um maior aumento, ou seja, na
nanoescala, o Ti controle apresentou uma superficie lisa e regular (Figura 1C), enquanto o Ti

com nanotopografia apresentou uma rede de nanoporos (Figura 1D).

Ti-controle

A

Ti-controle Tisnano: < 1 At

e .

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura em alta resolucdo para as superficies de Ti controle (A, C) e Ti
com nanotopografia (B, D). Em menor aumento, as superficies apresentaram topografia semelhante, com
ranhuras multidirecionais (A, B). Em maior aumento, o Ti controle apresentou uma superficie lisa, enquanto o Ti
com nanotopografia exibiu uma rede de nanoporos (C, D). Barra de escala: A,B=50ume C, D=1 um.
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4.2 Participacdo da integrina alpfl no potencial osteogénico de superficie de Ti com
nanotopografia

Um aumento progressivo no numero de células foi observado sobre o Ti com
nanotopografia do dia 0 ao dia 17, enquanto sobre o Ti controle, o crescimento da cultura
atingiu o plato no dia 10 (Figura 2A). Além disso, o namero de células foi maior no Ti com
nanotopografia do que no Ti controle nos dias 10 (p<0,05) e 17 (p<0,05), sem diferenca
estatisticamente significante (p>0,05) para os valores obtidos no dia 4 (Figura 2A). Tanto no
Ti com nanotopografia quanto no Ti controle, a atividade de Alp atingiu o pico no dia 10
(Figura 2B). O Ti com nanotopografia exibiu maiores valores de atividade de Alp nos dias 4
(p<0,01) e 10 (p<0,05), e semelhantes aos do Ti controle (p>0,05) no dia 17 (Figura 2B).
ApoOs 21 dias em cultura, detectou-se a presenca de matriz mineralizada em ambas as
superficies, sem diferenca estatisticamente significante entre as superficies (p>0,05) para a

quantidade de calcio (Figura 2C).
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Figura 2. Proliferacdo (A), atividade da Alp (B), e mineralizacdo da matriz extracelular (C) de CTMs de ratos
diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio osteogénico sobre superficies de Ti controle e Ti com
nanotopografia. O niimero de células foi maior sobre o Ti com nanotopografia nos dias 10 (p<0,05) e 17
(p<0,05) (A). Células crescidas sobre o Ti com nanotopografia exibiram maior atividade de Alp nos dias 4
(p=<0,01) e 10 (p<0,05) (B). A quantidade de céalcio na matriz mineralizada (detalhe) foi semelhante entre as
superficies de Ti (p>0,05) (C). Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo (n=4). * Indica diferenca
estatisticamente significante.
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No dia 10, observou-se uma maior expressdo de todos os genes avaliados, Runx2
(p<0,001; p<0,001), CollA1 (p<0,01; p<0,001), Alp (p<0,01; p<0,01), Oc (p<0,01; p<0,001),
Bsp (p<0,05; p<0,001) e Bmp-4 (p<0,001; p<0,001), em células crescidas sobre o Ti com
nanotopografia em relacdo ao Ti controle, tanto sob condi¢des osteogénicas quanto ndo

osteogénicas (Figuras 3A e B; respectivamente).
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Figura 3. Expressdo génica de marcadores osteoblaticos em CTMs de ratos cultivadas sobre superficies de Ti
controle e Ti com nanotopografia, em meio osteogénico (A) e ndo osteogénico (B) no dia 10. As expressdes de
Runx2 (p<0,001; p<0,001), CollA1 (p<0,01; p<0,001), Alp (p<0,01; p<0,01), Oc (p<0,01; p<0,001), Bsp
(p<0,05; p<0,001) e Bmp-4 (p<0,001; p<0,001) foram maiores em células crescidas sobre o Ti com
nanotopografia, tanto em condigdes osteogénicas (A), como nao osteogénicas (B). Os dados sdo apresentados
como média + desvio padréo (n=3). * Indica diferenca estatisticamente significante.

Qualitativamente, adesdo, morfologia celular e expressdo da Opn ndo foram afetadas pela
obtustatina em 24 horas (Figura 4). A superficie de Ti com nanotopografia favoreceu a adesdo e o
espraiamento celulares, com predominancia de células com morfologia estreldria, poligonal, tanto

em culturas crescidas na presenca do veiculo, quanto da obtustatina (Figura 4A e B).
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Figura 4. Epifluorescéncia de CTMs de ratos cultivadas em meio ndo osteogénico sobre superficie de Ti com
nanotopografia, tanto na presenga do veiculo (A) quanto de obtustatina (B), em 24 horas. Fluorescéncia verde,
aqui representada em branco palido, revela o citoesqueleto da actina; fluorescéncia azul, os nucleos celulares e,
em vermelho, imonulocalizagdo de Opn. Note-se aspectos semelhantes entre os grupos, em termos de adesdo,
morfologia celular e expressdo de Opn. Barra de escala = 100 um.

Entre as culturas crescidas em meio ndo osteogénico, observou-se maior expressao
génica de integrinas al e Bl no Ti com nanotopografia do que no Ti controle (p<0,001;
p<0,001) respectivamente; (Figura 5A). No dia 10, o uso de obtustatina regulou
negativamente a expressao génica de CollAl (p<0,05), Alp (p<0,01), Oc (p<0,05), Bsp
(p<0,001), e Bmp-4 (p<0,01), sem afetar Runx2 (p>0,05) (Figura 5B). Além disso, a
obtustatina reduziu a atividade de Alp (p<0,01) em culturas crescidas sobre Ti com

nanotopografia em meio nao osteogénico (Figura 5C).
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Figura 5. Expressdo génica das integrinas al e B1 de CTMs de ratos cultivadas sobre superficies de Ti controle
e Ti com nanotopografia no dia 10 (A). Uma maior expressdo das integrinas al e f1 (p<0,001) foi observada nas
células crescidas sobre o Ti com nanotopografia. Efeito da obtustatina na expressdo génica de marcadores 6sseos
(B) e na atividade de Alp (C) de CTMs de ratos cultivadas sobre Ti com nanotopografia no dia 10. A obtustatina
regulou negativamente as expressoes génicas de CollAl (p<0,05), Alp (p<0,01), Oc (p<0,05), Bsp (p<0,001) ¢
Bmp-4 (p<0,01), além de reduzir a atividade de Alp (p<0,01). Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrao (n=3 para expressdo génica e n=4 para atividade de Alp). * Indica diferenca estatisticamente significante.
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4.3 Participacio de miRs no potencial osteogénico de superficie de Ti com
nanotopografia

Um aumento progressivo do niamero de células foi observado do dia 0 ao dia 17, sem
diferencas estatisticamente significantes entre as superficies de Ti (p>0,05) (Figura 6A). Além
disso, a viabilidade celular, proxima de 80%, também ndo foi afetada (p>0,05) pelo

tratamento de superficie do Ti (Figura 6B).
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Figura 6. Proliferagdo (A) e viabilidade celulares (B) de CTMs humanas, diferenciadas em osteoblastos,
cultivadas em meio osteogé€nico sobre superficies de Ti controle e Ti com nanotopografia. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as superficies de Ti tanto na proliferagdo celular (p>0,05), quanto na
viabilidade (p>0,05). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (n=5). Marcadores (A) e barras
(B) com letras iguais indicam auséncia de diferenga estatisticamente significante.

A expressdo génica de Runx2 foi maior (p<0,001) no Ti com nanotopografia do que no Ti
controle no dia 4; no entanto, nenhuma diferenga estatisticamente significante (p>0,05) foi
observada nos dias 10 e 17 (Figura 7A). O Ti com nanotopografia nao afetou a expressao génica de
ColIA1 (p>0,05) em nenhum dos periodos avaliados (Figura 7B). A expressdo génica de Alp foi

maior em Ti com nanotopografia comparado ao Ti controle no dia 10 (p<0,05), e semelhante entre
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as superficies nos dias 4 e 17 (p>0,05) (Figura 7C). A expressao de Oc foi maior (p<0,001) em Ti
com nanotopografia em relagdo ao Ti controle no dia 4, e ndo afetada pelo tratamento da superficie
nos dias 10 e 17 (p>0,05) (Figura 7D). A expressdao génica de Opn foi maior no Ti com
nanotopografia em relagdo ao Ti controle nos dias 4 (p<0,001) e 17 (p=<0,05); entretanto, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes entre as superficies no dia 10 (p>0,05) (Figura
7E). A expressao génica de Bmp-2 foi maior no Ti com nanotopografia em relagdo ao Ti controle

em todos os periodos avaliados (p<0,001) (Figura 7F).
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Figura 7. Expressdo génica de marcadores osteoblasticos em CTMs humanas, diferenciadas em osteoblastos,
cultivadas em meio osteogénico sobre superficies de Ti controle e Ti com nanotopografia. As expressdes de
Runx2 (A)(p<0,001), Oc (D)(p<0,001), Opn (E)(p<0,001) e Bmp-2 (F)(p<0,001) foram maiores em células
crescidas sobre o Ti com nanotopografia do que no Ti controle no dia 4. Também as expressdes de Opn (E), no
dia 17 (p<0,05), e de Bmp-2 (F), nos dias 10 e 17 (p<0,001), foram maiores em células crescidas sobre o Ti com
nanotopografia do que no Ti controle. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (n=3). Barras
com letras distintas indicam diferenca estatisticamente significante.
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A andlise dos resultados obtidos por Western blot revelou reduzida quantidade da
proteina Alp no dia 10 em ambas as superficies de Ti. No dia 17, culturas crescidas sobre Ti
com nanotopografia apresentaram mais Alp do que o Ti controle (Figura 8A). No dia 21,
detectou-se mineralizacdo da matriz extracelular tanto em culturas crescidas sobre Ti com
nanotopografia quanto no Ti controle, com quantidade de célcio semelhante entre as

superficies (p>0,05) (Figura 8B).
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Figura 8. Expressdo da proteina Alp (A) e mineralizagdo da matriz extracelular (B) de CTMs humanas,
diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio osteogénico sobre superficies de Ti controle e Ti com
nanotopografia. Células crescidas sobre o Ti com nanotopografia exibiram maior expressdo proteica de Alp no
dia 17 (A). A quantidade de calcio na matriz mineralizada foi semelhante entre as superficies de Ti (p>0,05) (B).
Os dados de mineralizacdo da matriz extracelular sdo apresentados como média + desvio padrao (n=5). Barras
(B) com a mesma letra indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante.

Como o efeito da superficie de Ti com nanotopografia sobre os marcadores da
diferenciagdo osteoblastica foi mais evidente no dia 4, a analise de miRs teve como foco esse

periodo. Em dois experimentos distintos, sob as mesmas condigdes, 118 miRs mostraram
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alteragdes significativas em resposta ao Ti com nanotopografia em relagdo ao Ti controle.
Sessenta miRs foram regulados positivamente (no minimo 2x maior), enquanto 58 miRs
foram regulados negativamente (no minimo 2x menor) pelo Ti com nanotopografia em

comparagao ao Ti controle (Tabelas 1-3).

Tabela 1. Expresdo dos miRs de CTMs humanas, diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio
osteogénico, regulados positivamente (> 2 vezes) ou negativamente (< 2 vezes) pela superficie de Ti com
nanotopografia em comparagdo ao Ti controle, no dia 4.

miRs regulados miRs regulados

positivamente Aumento negativamente Redugdo
miR-4423-3p 7,28 miR-4271 9,08
miR-520g-s 5,11 miR-4708* 8,36
miR-629-s 4,31 miR-4448* 8,09
miR-211 4,05 miR-30e 6,23
miR-3211 3,52 miR-548q 6,21
miR-1208 3,08 miR-4773* 5,81
miR-620-x 3,03 miR-4753 5,11
miR-3613-5p 3,01 miR-4730 4,79
miR-3128 2,96 miR-628-5p 4,65
miR-3148 2,76 miR-422a 3,92
miR-4512 2,75 miR-1299 3,85
miR-2116 2,71 miR-4444 3,62
miR-4713-5p 2,70 miR-154-s 3,56
miR-4761 2,59 miR-200b-s 3,56
miR-371b-5p 2,45 miR-4490 3,55
miR-766 2,42 miR-4720-5p 3,54
miR-3179 2,37 miR-18b 3,47
miR-520-h 2,36 miR-206 3,40
miR-620 2,36 miR-455-5p 3,33
miR-4679-1 2,34 miR-146b-5p 3,32

*Estudo focado nos trés miRs em destaque.
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Tabela 2. Expresdo dos miRs de CTMs humanas, diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio osteogénico,
regulados positivamente (> 2 vezes) ou negativamente (< 2 vezes) pela superficie de Ti com nanotopografia em
comparagdo ao Ti controle, no dia 10.

miRs regulados miRs regulados

positivamente Aumento negativamente Redugdo
miR-3613-5p 6,07 miR-185-s 3,08
miR-154-s 3,50 miR-1266-x 2,86
miR-3122 3,34 miR-3157-3p 2,79
miR-187 2,57 miR-4451 2,62
miR-30e 2,56 miR-4758-3p 2,55
miR-3940-3p 2,56 miR-4290 2,37
miR-628 2,54 miR-483-3p 2,26
miR-29¢ 2,48 miR-378¢c 2,24
miR-3909 2,47 let-7a-1 2,23
miR-1246 2,41 miR-3942 2,22
miR-452 2,29 miR-1323 2,16
miR-1278 2,28 miR-4664-5p 2,09
miR-148b 2,26 miR-2682 2,04
miR-3605-3p 2,22 miR-3910 2,04
miR-1193 2,18 miR-4511 2,04
miR-29b 2,17 miR-4657 2,03
miR-196b-s 2,17 miR-4720-5p 2,02
miR-455-5p 2,17 miR-1296 2,01
miR-19a 2,16

miR-376a 2,15
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Tabela 3. Expresdao dos miRs de CTMs humanas, diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio osteogénico,
regulados positivamente (> 2 vezes) ou negativamente (< 2 vezes) pela superficie de Ti com nanotopografia em
comparagdo ao Ti controle, no dia 17.

miRs regulados miRs regulados

positivamente Aumento negativamente Redugdo
miR-421 22,39 miR-1247 5,26
miR-4324 18,50 miR-181¢c 4,99
miR-411 17,76 miR-150 4,03
miR-181a-s 14,95 miR-4767 3,78
miR-27a-s 14,74 miR-519b-x 3,61
miR-497 14,61 miR-4655-3p 3,57
miR-140-5p 13,66 miR-1914-s 3,52
miR-129-5p 12,71 miR-4737-x 3,50
miR-487a 12,55 miR-4785 3,46
miR-21 11,47 miR-4748 3,28
miR-4672 11,44 miR-92a-1-s 3,27
miR-4304 11,01 miR-135b-s 3,20
miR-148a 10,86 miR-129-1 3,17
miR-221-s 10,82 miR-137 3,03
miR-19b 10,62 miR-361-3p 3,00
miR-299-5p 10,34 miR-197 2,92
miR-15a 9,68 miR-20b-s 2,88
miR-4448 9,33 miR-3676 2,85
miR-130a 9,26 miR-499a 2,81
miR-376¢ 9,16 miR-4528 2,81

Trés miRs, miR-4448, -4708 e -4773, que tiveram sua expressdo significativamente
reduzida pelo Ti com nanotopografia (5 vezes < Ti controle), afetaram a diferencia¢do
osteoblastica de CTMs humanas. Esses dados foram confirmados pela anélise de PCR em
tempo real (p<0,001 para miR-4448, -4708 e -4773) (Figura 9A). A diferenca em termos de
valores absolutos entre os dois métodos empregados, podem ser atribuidas ao fato de que a
andlise de sequenciamento de miRs quantifica miRs primarios, pré-miRs e miRs maduros,
enquanto no PCR em tempo real, apenas miRs maduros sdo quantificados. A partir dos
resultados obtidos, genes alvos que induzem a diferenciagdo osteoblastica, listados no banco
de dados Diana microT, TargetScan ou MIRANDA, foram selecionados por bioinformatica e
os alvos potenciais incluiram SMADI1 (miR-4448 e -4708) ¢ SMAD4 (miR-4708 e -4773)

(Figura 1 do Apéndice). Corroborando os dados de bioinformatica, observou-se que o Ti com
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nanotopografia regula positivamente a expressdao génica de SMAD1 e SMAD4 (p<0,001 para

ambos) (Figura 9B).

OTi-controle
1 ,2 7 BTi-nano

Expressdo Génica Relativa

miR-4448 miR-4708 miR-4773

>

1,5 1

0,5 1

Expressao Génica Relativa
—
o
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4

SMAD1 SMADA4

o

Figura 9. Expressdo génica de miR-4448, -4708 e -4773 (A), e SMADI e SMAD4 (B) em CTMs humanas,
diferenciadas em osteoblastos, cultivadas em meio osteogénico sobre superficies de Ti controle e Ti com
nanotopografia no dia 4. As expressdes de de miR-4448, -4708 e -4773 (A) foram menores (p<0,001) ¢ as
expressdes de SAMADI e¢ SMAD4 (B) foram maiores (p<0,001) nas células crescidas sobre o Ti com
nanotopografia do que no Ti controle. Os dados s@o apresentados como média + desvio padrdo (n=3). * Indica
diferenga estatisticamente significante.
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SMADI1 mRNA 3’ UTR
57.. . ACGATTGAGAACTGACAAAGGAGCC. .. 3

miR-44483° AUGGGGAUCUGGUUUCCUCGG 5’

5’...CUGGAAAACUAUUGAGCCUUGCA. .. 3

miR-4708 3° UAGUCUCUCUACGGCGGAACGA 5’

SMAD4 mRNA 3’ UTR
5"...AACACAGCUUCUACUGCCUUGCU. . . 3

LI BN B B I ]

miR-4708 3° UAGUCUCUCUACGGCGGCGGAACGA ¥

5’...CUACCUAAUGUCUCACUGUUCUG.. .3’

miR-4773 3° CGGAAAGAUACGAGGACAAGAC ¥

Figura 10. Ilustragdo esquematica das sequéncias 3’'UTR de SMADI ¢ SMAD4 com sequéncias-alvo de miR-
4448, -4708 e -4773. Os potenicais sitios-alvo de SMAD1 (miR-4448 e -4708) e de SMAD4 (miR-4708 e -4773)
foram detectados nos programas Diana microT, TargetScan ou MIRANDA.

A sobreexpressao dos miR-4448 e -4708 inibiu a expressdao gé€nica e proteica de
SMADI1 (p<0,001 para ambos) (Figuras 11A e B) e a sobreexpressao de miR-4708 e -4773
inibiu a expressao génica e proteica de SMAD4 (p<0,001 para ambos) (Figuras 11C e D) em
células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-El. Por ter como alvos
SMADI1 e SMAD4, miR-4448, -4708 e -4773 regularam negativamente as expressoes génicas

dos marcadores 6sseos Bmp-2, Runx2 e Oc (p<0,05 para todos os genes) (Figura 12).
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Figura 11. Expressdo génica e proteica de SMADI (A, B) e SMAD4 (C, D) em células da linhagem pré-
osteoblastica de camundongos MC3T3-El, transfectadas com miR-4448, -4708 ou NS miR (A, B) e com miR-
4708, -4773 ou NS miR (C, D), 48 horas apds a transfeccdo. A sobreexpressao de miR-4448 e -4708 inibiu a
expressdo génica e proteica de SMADI (p<0,001) (A,B). A sobreexpressdo de miR-4708 e -4773 inibiu a
expressdo génica e proteica de SMAD4 (p<0,001) (C,D). Os dados da expressdo génica sdo apresentados como
média + desvio padrio (n=3). * Indica diferenca estatisticamente significante. NS miR: miR néo silenciador.
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Figura 12. Expressao génica de Bmp-2, Runx2 e Oc em células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos
MC3T3-El transfectadas com miR-4448, -4708, -4773 ou NS miR, 48 horas apds a transfec¢do. As expressoes
dos trés genes avaliados foram menores na presenga de miR-4448, -4708 e -4773 (p<0,05) em relacdo ao NS
miR. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (n=3). * Indica diferenca estatisticamente
significante. NS miR: miR n@o silenciador.
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5 DISCUSSAO

Os aspectos topograficos na nanoescala, observados por microscopia eletronica de
varredura na surperficie de Ti tratada, indicam que o método de modificacdo de superficie
empregado neste estudo obteve €xito, ou seja, o condicionamento de discos de Ti com uma
mistura de H,SO4+/H,O, por 4 horas gerou nanotopografia, como descrito previamente
(Variola et al., 2008).

Os resultados obtidos na primeira parte deste estudo, acerca da particicdo da integrina
olP1, mostraram que, em condi¢des osteogénicas, a superficie de Ti com nanotopografia
favorece a prolifera¢do celular e estimula a diferenciagdo de CTMs de ratos em osteoblastos,
como evidenciado pelos maiores valores de atividade de Alp e de expressdo génica dos
marcadores osteoblasticos. Ainda, foi observado o desenvolvimento de um microambiente
que favorece a diferenciacdo osteoblastica, quando CTMs foram cultivadas sobre Ti com
nanotopografia na auséncia de fatores osseoindutores. Com o uso da obtustatina, demonstrou-
se que a via de sinalizacdo da integrina alP1 determina, pelo menos em parte, o efeito
osseoindutor da nanotopografia de Ti em CTMs.

Apo6s a adesdo celular, as células comegam a proliferar, com o objetivo de colonizar a
superficie do implante, ¢ os estudos tém reportado uma maior taxa de proliferacdo em células
da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-E1 e em células derivadas de calvaria
de ratos recém-nascidos crescidas sobre Ti com nanotopografia (Vetrone et al., 2009; de
Oliveira et al., 2007). Corroborando esses achados, no presente estudo, observou-se um maior
numero de células sobre a superficie de Ti com nanotopografia, em relagdo ao Ti controle,
nos dias 10 e 17. Para avaliar a progressao da diferenciacdo osteoblastica, foi avaliada a
atividade de Alp, uma enzima que tem papel fundamental no fendmeno da mineralizagao

(Beck et al., 1998). Uma curva tipica da atividade de Alp e com pico no dia 10, como descrito
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por outros autores (de Oliveira et al., 2007), foi observada para ambas as superficies de Ti,
sendo que a superficie de Ti com nanotopografia permitiu uma maior atividade dessa enzima
nos dias 4 e 10. E importante mencionar que a alta atividade de Alp ndo resultou em maior
mineralizagdo da matriz extracelular na superficie de Ti com nanotopografia, ao contrario do
observado em células derivadas de calvéaria de ratos recém-nascidos crescidas sobre esse
mesmo substrato (de Oliveira et al., 2007). As diferencas entre a sensibilidade dos métodos
empregados ¢ o uso de CTMs, um modelo de cultura de células menos diferenciadas em
relagcdo ao de células derivadas de calvaria, podem explicar as diferencas entre os estudos, em
relacdo a mineraliza¢ao da matriz extacelular.

Na tentativa de se investigar caracteristicas osteoblasticas de CTMs, examinou-se a
expressao dos genes Runx2, CollA1, Alp, Oc, Bsp e Bmp-4, marcadores importantes que sao
expressos em diferentes estagios da diferenciacdo osteoblastica. O Runx2 ¢ o regulador mais
importante da formagdo Ossea € o CollAl, a principal proteina da matriz extracelular do tecido
osseo (Canty & Kadler, 2005; Komori et al., 1997). A Bsp e a Oc sdo proteinas ndo colagenas da
matriz envolvidas, respectivamente, na enucleacao de cristais hidroxiapatita € na modulagdo da
mineralizacdo (Gams et al., 1999; Owen et al., 1990). A Bmp-4, uma proteina osteogénica, ¢
capaz de induzir a formacdo o6ssea ectopica (Reddi & Cunningham, 1993). Os resultados deste
estudo mostraram que todos os marcadores osteoblasticos avaliados foram regulados
positivamente em cé€lulas crescidas sobre superficie de Ti com nanotopografia, em relacdo ao Ti
controle, em pelo menos um (10 dias) dos trés periodos avaliados. Corroborando esses achados,
foi observado que a nanotopografia gerada por nanorevestimento com o6xido de aluminio
promove aumento da expressdo de genes representativos da diferenciagdoo osteoblastica em
CTMs humanas crescidas sobre superficies de Ti (Mendonga et al., 2009).

Entre as diferentes nanoestruturas de Ti, os nanotubos de TiO, tém sido alvo de muitos

estudos e foi observado que o tamanho do nanotubo pode direcionar o destino da célula
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(Zhang et al., 2011; Yu et al., 2010., Oh et al., 2009; Park et al., 2009; Brammer et al., 2009).
Mais especificamente, nanotubos variando de 70 a 100 nm de didmetro induzem a
diferenciagdo osteoblastica de CTMs humanas na auséncia de fatores osseoindutores (Oh et
al., 2009). Além disso, superficies de poliuretano exibindo saliéncias e ranhuras de padrdo
submicrométrico suscitam o mesmo efeito em CTMs humanas (Watari et al., 2012). Como a
superficie de Ti com nanotopografia aumentou a expressdo gé€nica de todos os genes
avaliados no dia 10 em um ambiente osteogénico, foi selecionado este periodo para avaliar a
hipétese de que a nanotopografia por si sO possa afetar a diferenciacdo osteoblastica. Os
resultados deste estudo mostraram que a superficie de Ti com nanotopografia induziu a
expressdao génica de todos os marcadores osteoblasticos avaliados quando CTMs foram
cultivadas em meio ndo osteogénico. E interessante ressaltar que o aumento na expressio
génica induzido pela superficie de Ti com nanotopografia foi mais pronunciado em ambiente
ndo osteogénico, sugerindo que os fatores osseoindutores presentes no meio osteogénico
poderiam mascarar o efeito da nanotopografia.

Uma das vantagens da nanotopografia ¢ sua habilidade de mimetizar a matriz
extracelular (Tran & Webster, 2009; Wang, 2003). Sabe-se que as integrinas, membros de
uma grande familia de receptores da superficie celular, medeiam interagdes entre as células e
a matriz extracelular, exercendo um papel fundamental nos eventos de adesdo, migragao,
proliferacdo e diferenciacdo durante o desenvolvimento e o reparo dsseo (Allori et al., 2008;
Siebers et al., 2005; Ekholm et al., 2002). Assim, focamos nosso estudo nas integrinas,
especificamente alP1, que estdo associadas ao processo de reparo de fraturas Osseas, como
sendo uma das possiveis vias de sinalizagdo, ativadas pela nanotopografia, para induzir a
diferenciacdo osteoblastica. Os resultados mostraram um aumento significativo na expressao
génica da integrina alPfl de CTMs crescidas em superficie de Ti com nanotopografia,

comparadas ao Ti controle, em meio ndo osteogénico. Para comprovar que a nanotopografia
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direciona o destino de CTMs levando a diferenciagdao osteoblastica por meio da via de
sinalizagdo da integrina a 11, foram realizadas culturas de CTMs sobre superficies de Ti com
nanotopografia na presenca de obtustatina, um potente inibidor seletivo da integrina alfl
(Marcinkiewicz et al., 2003). Os resultados mostraram claramente que os aumentos na
expressdao génica de marcadores osteoblasticos e na atividade de Alp induzidos pela
nanotopografia foram inibidos na presen¢a da obtustatina, revelando o papel central da
integrina o 11 no efeito da nanotopografia sobre a diferenciagdo osteoblastica.

O resultados até aqui discutidos indicam que a associagdo de modificacdes fisicas
(presenca de nanoporos) € quimicas (espessura ¢ pureza da camada de TiO,) da superficie de
Ti, produzidas por oxidagdo com uma mistura de H,SO4/H,0,, aumenta a proliferacao celular
e a diferenciagdo osteoblastica em meio osteogénico. Ainda, notou-se que essa nanotopografia
direciona a diferenciacdo de CTMs de ratos para a linhagem osteobldstica na auséncia de
fatores osteogénicos. Este ¢ o primeiro relato indicando a participagdo da via de sinalizagdo
da integrina a1B1 no efeito osseoindutor da superficie de Ti com nanotopografia em CTMs.

Adicionalmente a via de sinalizagdo da integrina alf1, foi avaliado o papel de miRs
no potencial osteogénico da superficie de Ti com nanotopografia, utilizando CTMs humanas e
células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-E1. Os resultados mostraram
que a nanotopografia de Ti favorece a diferenciagdo osteoblastica de CTMs humanas, como
evidenciado pelo aumento da expressdo gé€nica e proteica dos marcadores osteoblasticos em
tempos especificos. Também foi observada a expressdo diferencial de alguns miRs em células
crescidas sobre ambas as superficies. Especificamente, a superficie de Ti com nanotopografia
reduziu significativamente a expressdao de 3 miRs, miR-4448, -4708 e -4773, que inibem a
expressao de SMADI1 e SMAD4, dois transdutores da via de sinalizacdo de Bmp-2. Dessa
forma, proposuemos que um dos mecanismos pelos quais a nanotopografia de Ti induz a

diferenciagdo osteoblastica envolve uma regulagdo negativa de miR-4448, -4708 e -4773, que
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atenua a degradacdo de SMADI1 e SMAD4 e, consequentemente, intensificam a transdugado de
sinal da Bmp-2.

Para a colonizagao da superficie de Ti € necessario que as células se proliferem, e os
resultados com CTMs de ratos, discutidos anteriormente, somados as pesquisas realizadas
com células derivadas da calvaria de ratos recém-nascidos confirmam o efeito da
nanotopografia de Ti sobre a proliferacdo celular (de Oliveira et al., 2007). Em CTMs
humanas, padrdes semelhantes para os parametros de proliferacdo e viabilidade celulares
foram observados em ambas as superficies de Ti, sem diferencas significativas no niamero de
células nos periodos avaliados, sugerindo que células de diferentes origens podem responder
de formas distintas a nanotopografia em termos de taxa proliferativa. Para analisar a
diferenciagdo osteoblastica, a expressao dos marcadores osteoblasticos Runx2, CollA1, Alp,
Oc, Opn, e Bmp-2 ¢ a atividade de Alp foram avaliadas, sendo observado que a superficie de
Ti com nanotopografia regulou positivamente a expressdo de todos estes marcadores em
relacdo ao Ti controle, em pelo menos um dos trés periodos avaliados e especialmente no dia
4. Esses resultados se assemelham aos ja discutidos na primeira parte deste estudo, com
CTMs de ratos, porém, com diferenca para o periodo em que ocorreu o pico de expressdo dos
marcadores, que foi no dia 10. Além disso, assim como observado para CTMs de ratos, a alta
expressdo proteica de Alp em CTMs humanas cutivadas sobre Ti com nanotopografia nao
correspondeu a uma maior formagao de matriz mineralizada.

Durante a diferenciacdo osteoblastica de CTMs humanas, o sequenciamento de miRs
revelou que 60 miRs foram regulados positivamente e 58 miRs foram regulados
negativamente pela superficie de Ti com nanotopografica. Esses achados corroboram dados
de outras pesquisas, que t€ém demonstrado que superficies de Ti modulam a expressdo de
miRs (Palmieri et al., 2008a; Palmieri et al., 2008b; Palmieri et al., 2007). Entretanto, esses

estudos ndo exploraram os mecanismos pelos quais os miRs regulam o potencial osteogénico
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das superficies de Ti. Também foi demonstrado que superficies de Ti com microporosidades,
produzidas por condicionamento acido, regulam negativamente a expressao dos miR-146a e -
155, que supostamente tém como alvo os transdutores da sinalizacdo de Tgf-B/Bmp; no
entanto, esses alvos nao foram confirmados experimentalmente (Chakravorty et al., 2012).
Portanto, até o presente momento, o envolvimento de miRs nas interagdes célula/superficie de
Ti foi pouco explorado, sendo assim pouco compreendido. Nesse contexto, apresentamos
novos dados sobre 3 miRs, miR-4448, -4708 e -4773, regulados negativamente pela superficie
de Ti com nanotopografia e que tem como alvos as proteinas SMADI e SMAD4, dois
importantes transdutores da via de sinalizacao de Bmp-2 (Liu et al., 2014; Huang et al., 2014;
Takase et al., 1998; Hata et al., 1998). Foi demonstrado que a sobreexpressao desses miRs em
células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-El inibiu a expressao génica
e proteica de SMADI1 e SMAD4, o que atenuou a transdugdo de sinal de Bmp-2, levando a
inibicao das expressdes génicas de Bmp-2, Runx2 e Oc.

Alguns estudos tém apresentado evidéncias de colaboragdo entre a sinaliza¢do de
integrina e de Bmp-2 na inducdo da diferenciacdo osteoblastica (Mai et al., 2013; Lai &
Cheng, 2005). A inibicdo da integrina f1 atenua tanto a sintese quanto a secrecdo de Bmp-2,
assim como a repressdo de Bmp-2 regula negativamente a expressdo génica da integrina 1
em células da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3-E1 (Mai et al., 2013).
Além disso, a Bmp-2 ndo induz a diferencia¢do osteoblastica de células derivadas do osso
medular humano na presen¢a de um anticorpo que bloqueia a fun¢do da subunidade av de
integrina, sugerindo que integrinas que apresentam a subunidade av s3o essenciais para o
efeito osseoindutor de Bmp-2 (Lai & Cheng, 2005). Os resultados apresentados com CTMs
de ratos mostraram o papel crucial da integrina a1B1 e, em CTMs humanas e células MC3T3-
El, foi identificada uma rede regulatéoria miR-SMAD-Bmp-2 que medeia a diferenciagdo

osteoblastica induzida pela superficie de Ti comnanotopografia. Em conjunto, esses
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resultados sugerem que a diferenciagdo osteobléstica induzida pela nanotopografia de Ti ¢
orquestrada por um complexo mecanismo, baseado em uma comunicagdo entre as vias de
sinalizag¢do da integrina alB1 e da Bmp-2, com uma participacao crucial de miRs.

Por fim, a segunda parte deste estudo mostrou que a superficie de Ti nanotopografia
direciona a diferenciagdo de CTMs humanas para a linhagem osteoblastica. Além disso,
foram identificados 3 miRs, que agem sobre SMADs, com um papel critico no efeito
osseoindutor da superficie de Ti com nanotopografia sobre CTMs humanas. Pela regulacao
negativa de miR-4448,-4708 e 4773, a nanotopografia de Ti atenua a degradagdo de SMADI
e SMAD4, intensificando a transdugdo do sinal de Bmp-2, estimulando diferenciagao
osteoblastica. Esse novo mecanismo, envolvendo um circuito miRs-SMAD-Bmp-2, que
medeia a diferenciagao osteoblastica induzida pela superficie de Ti com nanotopografia, e
uma potencial comunicacdo com a via de sinalizacdo da integrina alfl, abrem novas
perspectivas para o desenvolvimento de modificacdes de superficie de Ti com o objetivo de

favorecer e/ou acelerar o processo de osseointegragao.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam que via de sinalizagdo da integrina ot1B1 e que o
circuito miR-4448,-4708 e -4773-SMAD 1 e 4-Bmp-2 exercem papel fundamental no efeito

osseoindutor de superficie de Ti com nanotopografia.
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APENDICE

Tabela 1. Sequéncia de primers para reacdo de PCR em tempo real

Sequéncia sense

Gene Espécie Sequéncia anti-sense

Runx2 Rato CACAAACAACCACAGAACCAC
TTGCTGTCCTCCTGGAGAAA

CollAl Rato CCAACGAGATCGAGCTCAGG
GACTGTCTTGCCCCAAGTTCC

Alp Rato CCAACTCATTTGTGCCAGAG
CAGGGCATTTTTCAAGGTCTC

Oc Rato GCAGACACCATGAGGACCCT
CCGGAGTCTATTCACCACCTTACTG

Bsp Rato CTACTTTTATCCTCCTCTGAAACGGTT
GCTAGCGGTTACCCCTGAGA
CGCAGCTTCTCTGAGCCTTTCCA

Bmp-4 Rato
ACGACCATCAGCATTCGGTTACCAG

Integrina o/l Rato GCAACCGGAAGCGAGAGCTGG
TAGCAGCAGTAGCCCCGCGA

Integrina B Rato GCAGGCGTGGTTGCCGGAAT
TTTTCACCCGTGTCCCACTTGGC

B-Actina Rato AAATGCTTCTAGGCGGACTG
GGTTTTGTCAAAGAAAGGGTG

Runx2 Humano CACAAACAACCACAGAACCAC
TTGCTGTCCTCCTGGAGAAA

COLIAI Humano CCACAAAGAGTCTACATGTCTAGGGTC
GTCATCGCACAACACCTTGC

Alp Humano ACGTGGCTAAGAATGTCATC
CTGGTAGGCGATGTCCTTA

Oc Humano CAAAGGTGCAGCCTTTGTGTC
TCACAGTCCGGATTGAGCTCA

Opn Humano AGGCATCACCTGTGCCATAC
TCTGGGTATTTGTTGTAAAGCTGC
TTGCGCCAGGTCCTTTGACCAG

Bmp-2 Humano/Camundongo GCAACGCTAGAAGACAGCGGGT
GGGACCCGCTGTCTTCTAGT
TCAACTCAAATTCGCTGAGGAC
CCATGGATTTGAGACAGTCTATGAG
AGTAACATCCTGGCGGTGGT

SMADI1 Humano/Camundongo ACGGGTTCGAGACCGTGTAT
CATCCTGCCGGTGGTATTCG
CTGGCCCAGGATCAGTAGGT
AGCGACGAAGGTCATCAACA

SMAD4 Humano/Camundongo TGGGTCCGTGGGTGGAATA
GAGGTCATCCACACCGATGC

B-Actina Humano ATGTTTGAGACCTTCAACA
CACGTCAGACTTCATGATGG
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

GAPDH Camundongo TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

miR-4448 Humano/Camundongo GGCTCCTTGGTCTAGGGGTA

miR-4708 Humano/Camundongo AGCAAGGCGGCATCTCTCTGAT

miR-4773 Humano/Camundongo CAGAACAGGAGCATAGAAAGGC

U6 Humano/Camundongo CACGAATTTGCGTGTCATCCTT

Fator de transcricdo relacionado ao runt 2 (Runx2), colageno tipo I alpha 1 (CollAl), fosfatase alcalina
(Alp), osteocalcina (Oc), sialoproteina 6ssea (Bsp) osteopontina (Opn), proteina 6ssea morfogenética 4
(Bmp-4), proteina 6ssea morfogenética 2 (Bmp-2), gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH),
integrina o1, integrina B1, B-actina, SMAD1, SMAD4, miR-4448, miR-4708, miR-4773, U6.
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ANEXOS

Os resultados da presente tese foram utilizados para a preparacao dos seguintes artigos:

Rosa AL, Kato RB, Castro Raucci LM, Teixeira LN, de Oliveira FS, Bellesini LS, de Oliveira
PT, Hassan MQ, Beloti MM. Nanotopography drives stem cell fate toward osteoblast

differentiation through « 1 31 integrin signaling pathway. J Cell Biochem. 2014; 115:540-
548.

Kato RB, Roy B, de Oliveira FS, Ferraz EP, de Oliveira PT, Kemper AG, Hassan MQ, Rosa
AL, Beloti MM. Nanotopography directs mesenchymal stem cells to osteoblast lineage
through regulation of microRNA-SMAD-BMP-2 circuit. J Cell Physiol.
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