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RESUMO

LOPES, HB. Participacéo de Integrinas na Diferenciacdo Osteoblastica Induzida
por Superficies de Titanio com Nano e Microtopografia. Tese (Doutorado).
Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, 2018. 114f.

As integrinas constituem uma familia de receptores de membrana que tem como
funcao primaria a adesao de células a proteinas da matriz extracelular e alguns de
seus membros estdo envolvidos nos processos de diferenciacdo osteoblastica e
formacdo Ossea, eventos diretamente relacionados a osseointegracdao de implantes
de titanio (Ti). Sabe-se que superficies de Ti com nano e microtopografia podem
favorecer a diferenciacdo osteoblastica e a mineralizacdo da matriz extracelular. No
entanto, 0s mecanismos celulares envolvidos nesses processos nao Sao
completamente entendidos. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram: (1)
caracterizar as superficies de Ti com nano (Ti-Nano) e microtopografia (Ti-Micro), (2)
investigar a participacéo da integrina aV na diferenciacédo osteoblastica induzida pelo
Ti-Nano e (3) investigar a participacao da integrina 3 na diferenciacao osteoblastica
induzida por Ti-Nano e Ti-Micro. Para isso, discos de Ti-Nano e Ti-Micro foram
preparados por atague &cido com H,;SO4/H,O0, ou com HNO3/H,SO4/HCI,

respectivamente, e caracterizados quanto a topografia, rugosidade e composi¢ao
quimica de superficie. Discos de Ti usinados foram usados com controle (Ti-
Controle) em alguns experimentos. Células-tronco mesenquimais derivadas de

medula 6éssea de ratos foram cultivadas sobre as trés superficies de Ti e foi avaliada
a expressao génica de componentes envolvidos na via de sinalizagdo das integrinas
por PCR array. Com base nos resultados do PCR array, as integrinas aV e 33 foram
selecionadas e silenciadas por RNA de interferéncia (ShRNA) ou CRISPR/Cas9,

respectivamente, em células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1 para

investigarmos a participacdo dessas integrinas na diferenciacdo osteoblastica

induzida por superficies de Ti com diferentes topografias. Os resultados deste

estudo mostraram que os tratamentos empregados foram eficientes para a producao
de superficies de Ti com topografias nas escalas nano e micrométrica. Além disso,
foi demonstrado que o maior potencial osteogénico do Ti-Nano se deve, a0 menos
em parte, a integrina oV, uma vez que seu silenciamento reduziu a diferenciacéo
osteoblastica induzida pela nanotopografia. Por fim, também demonstramos que a
via de sinalizacdo ativada pela integrina B3 exerce um papel fundamental no

potencial osteogénico do Ti-Nano, mas ndo do Ti-Micro. O silenciamento da

integrina B3 reduziu a diferenciacdo osteoblastica, concomitantemente com a

regulacdo negativa da expresséo de varios componentes das vias de sinalizacdo de
Wnt e de BMP, apenas nas células crescidas sobre a nanotopografia. Em conjunto,
nossos resultados revelam um novo mecanismo para explicar a maior diferenciacéo
osteoblastica induzida pelo Ti-Nano, que envolve uma complexa rede regulatoria



ativada pela maior expressao das integrinas aV e 3, esta ultima gerando ativagédo
da transducao de sinal das vias de Wnt e de BMP.

Palavras-chave: Integrina, Osteoblasto, Titanio, Nanotopografia, ShRNA,
CRISPR/Cas9.



ABSTRACT

LOPES, HB. Role of Integrins on the Osteoblast Differentiation Induced by
Titanium Surfaces with Nano and Microtopography. Thesis (P.h.D,s Degree).
Ribeirdo Preto: School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, 2018.
114f.

Integrins are a family of membrane receptors that primarily mediate cell adhesion to
extracellular matrix proteins and some members are involved in the process of
osteoblast differentiation and bone formation, key events of titanium (Ti) implant
osseointegration. It is well known that Ti surfaces with nano and microtopography
may favor osteoblast differentiation and matrix mineralization. However, the cellular
mechanisms involved in this process are not entirely understood. In this context, the
aims of this study were: (1) to characterize the Ti surfaces with nano (Ti-Nano) and
microtopography (Ti-Micro), (2) to investigate the participation of integrin aV on
osteoblast differentiation induced by Ti-Nano and (3) to investigate the participation
of integrin B3 on osteoblast differentiation induced by Ti-Nano and Ti-Micro. Discs of
Ti-Nano and Ti-Micro were prepared with acid etching with H>SO4/H,0, or
with  HNO3/H,SO4/HCI, respectively, and characterized in terms of surface

topography, roughness and chemical composition. Machined Ti discs (untreated)

were used as control (Ti-Control) in some experiments. Mesenchymal stem cells

from rat bone marrow were cultured on Ti discs with the three different surfaces and
the gene expression of members of the integrin signaling pathway was evaluated by
PCR array. Based on PCR array results, the integrins aV and 33 were selected and
silenced using RNA interference (shRNA) or CRISPR-Cas9, respectively, in pre-
osteoblastic cell line MC3T3-EL1 to investigate the participation of these integrins in
osteoblast differentiation induced by Ti with different surface topographies. The

results showed that the treatments used were efficient to generate Ti surfaces with
topographies at the nano and micrometric scales. We showed that the higher

osteogenic potential of Ti-Nano may be, at least in part, due to the integrin aV, since
its silencing reduced the osteoblast differentiation induced by nanotopography. We
also demonstrated that the signaling pathway triggered by integrin 3 plays a key
role in the osteogenic potential of Ti-Nano, but not of Ti-Micro. The silencing of
integrin B3 reduced the osteoblast differentiation concomitantly with the negative

regulation of the gene expression of several Wnt and BMP signaling components
only in cells grown on Ti-Nano. Taken together, our results uncover a novel

mechanism to explain the higher osteoblast differentiation induced by Ti-Nano that



involves a complex regulatory network triggered by integrins oV and 33 upregulation,
with the integrin 33 activating the Wnt and BMP signal transductions.

Keywords: Integrin, Osteoblast, Titanium, Nanotopography, ShRNA, CRISPR/Cas?9.
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INTRODUCAO

O titanio (Ti) é o biomaterial mais frequentemente usado para a fabricacéo
de implantes dentarios e ortopédicos por apresentar excelentes propriedades
mecanicas e biologicas. Sabe-se que a proporcao de contato direto entre osso e Ti é
influenciada por parametros clinicos, como condicdes do leito hospedeiro, pela
técnica cirargica e pela utilizacdo de carga, além de caracteristicas do implante,
como a topografia e a composicdo quimica de superficie (ALBREKTSSON;
JOHANSSON, 1991). A biocompatibilidade do Ti esta fortemente associada as
respostas de osteoblastos a superficie do biomaterial; no entanto, os mecanismos
celulares envolvidos nessas respostas ainda ndo sdo completamente entendidos
(BRAMA et al., 2007; SARANYA et al., 2011; SVERZUT et al., 2012; BELOTI et al.,
2012; FERRAZ et al., 2014).

Diversos estudos moleculares e genéticos vém sendo realizados com o
objetivo de descobrir as vias regulatdrias envolvidas na diferenciacdo osteoblastica
(ROSEN, 2009; KOMORI, 2010; CHEN et al., 2013; HE et al., 2013; MEYER et al.,
2016). Fatores de transcricdo, moléculas sinalizadoras e modificadores de estrutura
de cromatina exercem papel fundamental nos mecanismos celulares durante a
osteogénese (LIAN et al.,, 2006; JENSEN et al., 2007; STEIN et al., 2009). As
integrinas sé@o proteinas transmembrana heterodiméricas constituidas por duas
subunidades, a e [, identificadas e descritas primeiramente por Hynes (1987). Estas
proteinas constituem uma familia de receptores de membrana que tém como funcéo
priméria a adesdo de células a proteinas da matriz extracelular, como o colageno e a
fibronectina, e alguns de seus membros estdo envolvidos no processo de
diferenciacédo osteoblastica (MIZUNO et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2011; ROSA
et al., 2014; LAU, 2016; THEOCHARIS et al., 2016; BRUNNER et al., 2018).

Atualmente, sdo conhecidas dezoito subunidades o e oito subunidades B, as
quais se associam por ligacdo n&o covalente para formar vinte e quatro
combinagdes distintas entre as subunidades o e 3, cada uma com caracteristicas
especificas com relagdo aos ligantes aos quais se associam (SHEKARAN; GARCIA,
2011). O comprimento da subunidade o é de 1008-1152 aminoé&cidos, com uma
regido citoplasmatica de 22-32 aminoacidos e uma porcao transmembrana de 20-29

aminoacidos. A subunidade B possui aproximadamente 700 aminoacidos, com uma
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regido citoplasmatica de 20-50 aminoacidos e uma porcao transmembrana de 26-29
aminoacidos (SIEBERS et al., 2005). Desta forma, as integrinas sdo capazes de
sinalizar em ambas as dire¢cdes da membrana celular, ou seja, tanto para o interior
guanto para o exterior da célula, e a ligacdo de componentes da matriz extracelular
as integrinas desencadeia uma cascata de sinalizacao intracelular, modulando assim
o comportamento da célula (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999; THEOCHARIS et al.,
2016).

Os efeitos das integrinas nas células osteoblasticas sdo amplamente
abordados na literatura. Foi mostrado que o bloqueio da subunidade B1 da integrina
inibe a mineralizacdo da matriz extracelular em culturas de células-tronco
mesenquimais (MSCs, do inglés mesenchymal stem cells) derivadas de medula
O0ssea de humanos (GRONTHOS et al., 2001). Camundongos transgénicos que
exibem uma forma truncada da subunidade B1 da integrina em osteoblastos e
ostedcitos apresentam massa 6ssea reduzida e aumento da porosidade Ossea
(ZIMMERMAN et al., 2000). A adesdo de células de camundongo da linhagem
MC3T3-E1 ao colageno do tipo |, mediada pela integrina a2B1, ativa o fator de
transcricdo relacionado ao runt 2 (Runx2), essencial para a diferenciacao
osteoblastica (XIAO et al., 1998). A expressdo de Runx2 é também modulada pela
guinase de adeséao focal (Fak), que participa da via de sinalizagéo das integrinas, em
osteoblastos de ratos da linhagem UMR-106 (SCHNEIDER et al., 2011). Além disso,
camundongos deficientes para a integrina a1B1l apresentam calo 6sseo reduzido
durante o processo de reparo de fraturas (EKHOLM et al., 2002). Com base nesses
resultados, o desenvolvimento de biomateriais que possam modular a interacéo
entre integrinas e a matriz extracelular representa uma estratégia importante para
terapias relacionadas ao tecido 6sseo nas areas odontologica e médica.

Atualmente, sabe-se que Ti com topografia nas escalas nano e
micromeétrica, favorecem proliferacdo celular e mineralizacdo da matriz extracelular,
e estimulam a formacdo 6ssea em contato com o implante (ROSEI, 2004; ZINGER
et al., 2004; TAN; SALTZMAN, 2004; WIELAND et al., 2005; BERGLUNDH et al.,
2007; MEIRELLES et al., 2008; WANG et al.,, 2016). A microtopografia tem sido
relacionada a um aumento da expressdo génica de marcadores da diferenciacéao
osteoblastica e formacao de matriz mineralizada em osteoblastos e pré-osteoblastos
cultivados sobre tal superficie (Schneider et al., 2003; Schneider et al., 2004). Além
disso, foi demonstrado que superficies de Ti com microtopografia favorecem a
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diferenciacédo de células de linhagem de osteoblastos humanos (MG63), através de
sinalizacoes celulares envolvendo o complexo de integrinas o231, além de aumentar
a expressao de integrinas p1 e 3 em MG63 cultivadas sobre superficie com micro-
e submicrotopografia (OLIVARES-NAVARRETE et al., 2008; WANG et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando uma superficie de Ti com
nanotopografia obtida por um método de desoxidacdo e reoxidacdo, por meio de
condicionamento quimico com solu¢cdo de H,SO4/H,0, (NANCI et al., 1998; WAZEN
et al., 2013). Inicialmente, foi demonstrado em experimentos in vitro que essa
superficie estimula a producdo de osteopontina (Opn) e sialproteina 6ssea (Bsp),
duas proteinas envolvidas no fendmeno da osteogénese (DE OLIVEIRA e NANCI,
2004) e que o evento final da osteogénese, a formacdo de matriz mineralizada,
também é estimulado em culturas de células osteoblasticas crescidas sobre essa
superficie (DE OLIVEIRA et al., 2007). Tais achados chamaram atenc¢éo para o uso
dessa superficie como um substrato para a pesquisa de vias de sinalizagdo
envolvidas na diferenciacdo osteoblastica de células crescidas sobre Ti (STEVENS;
GEORGE, 2005; LORD et al., 2010; VARIOLA et al., 2011; WANG et al., 2013).
Assim, nos ultimos anos, estudos realizados por nosso grupo mostraram que a
nanotopografia estimula a diferenciagédo osteoblastica de MSCs humanas atraves da
regulacdo negativa de micro-RNAs (miR-4448, -4708 e -4773), atenuando a
degradacdo de Smadl/Smad4 e assim intensificando a transducdo do sinal da
proteina 6ssea morfogenética 2 (Bmp2) (KATO et al.,, 2014). Mostramos também
que a superficie de Ti com nanotopografia regula positivamente a producdo
endogena de Bmp2 e modula a via de sinalizacdo da BMP (CASTRO-RAUCCI et al.,
2016). Adicionalmente, foi demonstrado que células crescidas sobre a Ti com
superficie nanotopogréafica mostraram ser mais responsivas a proteina Ossea
morfogenética 9 (Bmp9) quando comparadas as células crescidas sobre Ti com
superficie usinada (SOUZA et al., 2018).

Considerando que as integrinas regulam a adeséao celular e podem contribuir
para o0 processo de diferenciacdo e formacdo da matriz mineralizada e,
consequentemente, para 0 processo de formacgédo Ossea, € plausivel a elaboracéo
da hipétese de que micro e/ou nanotopografia induz(em) a diferenciacao
osteoblastica por meio da via de sinalizacdo das integrinas (OLIVARES-
NAVARRETE et al., 2008; LU et al., 2010; WANG et al., 2013; ROSA et al., 2014;
FELGUEIRAS et al., 2015; LEE et al., 2017; BRUNNER et al., 2018). De fato, ja
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demonstramos o papel relevante do complexo de integrinas alfl no potencial
osteogénico da nanotopografia e acreditamos que outras integrinas possam estar
envolvidas nesse processo (ROSA et al., 2014).

Para testar nossa hipotese, utilizamos técnicas e ferramentas que permitem
a manipulacéo genética de células e organismos. Dentre essas ferramentas, o0 RNA
de interferéncia (RNAI), como por exemplo, ShRNA (do inglés short hairpin RNA) e
siRNA (do inglés small interfering RNA), sdo capazes de inibir a expressado génica
de forma réapida, facil e com baixo custo (PEREIRA et al., 2016). O RNAi € uma
ferramenta que permite o silenciamento génico pds-transcricional temporario,
regulando assim a abundéncia de transcrito alvo sem afetar a sequéncia
nucleotidica do gene correspondente. No entanto, o uso da técnica de RNAi também
possui algumas desvantagens que foram sendo evidenciadas ao longo do tempo,
como por exemplo o fato de que o silenciamento génico frequentemente nao ser
total (KRUEGER et al., 2007).

Nesse cenario, a técnica CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) associado a enzima Cas9, representa uma ferramenta
revolucionaria para a edicdo génica por ser uma técnica facil e com ampla
aplicabilidade. O CRISPR/Cas9 foi descoberto em bactérias, nas quais age como
uma magquinaria imune contra virus e DNA plasmidial e pode ser empregado para
edicdes génicas precisas com menor ou auséncia de efeitos off-targets (LEDFORD,
2016; KLEINSTIVER et al., 2016). Sua composicao € baseada em dois elementos
centrais, um RNA guia (gRNA), que serve para guiar uma nuclease ao gene alvo, e
uma endonuclease que pode ser ativa (Cas9) para cortar a dupla fita do DNA
(REDMAN et al., 2016; XIAO-JIE et al., 2015) ou deficiente (dCas9), que é fusionada
a outras proteinas para reprimir ou ativar a transcricdo de genes préximos da
orientacdo do gRNA. A dCas9 pode ser fusionada a dominios proteicos
modificadores do epigenoma que modula de forma precisa a expressdo génica
(THAKORE et al., 2015). A fusdo do dominio KRAB (do inglés Kruppel-associated
box) a dCas9 e ao gRNA promove uma repressao génica altamente especifica pelo
recrutamento de H3K9me3, que resultara em modificacdo da cromatina (LARSON et
al., 2013). Assim, o sistema CRISPR/Cas9 € a técnica disponivel mais eficiente e
rapida para a modificacdo do genoma em vérios organismos (LEDFORD, 2016).

Neste estudo, utiizamos a duas ferramentas descritas acima, SshRNA e

CRISP-Cas9, para investigar a participacao de integrinas no potencial osteogénico
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de superficies de Ti com diferentes topografias. Acreditamos que o entendimento
dos mecanismos celulares que regem a interacdo entre osteoblastos e Ti é
fundamental para o desenvolvimento de novos biomateriais nas areas médica e

odontoldgica.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar o a participacdo de integrinas na diferenciacdo osteoblastica

induzida por superficies de Ti com nano e microtopografia.

Objetivos especificos
e Caracterizar as superficies de Ti com nano e microtopografia.
e Investigar a participacdo da integrina aV na diferenciacdo osteoblastica
induzida pela superficie de Ti com nanotopografia.
e Investigar o a participacéo da integrina 3 na diferenciacao osteoblastica

induzida por superficies de Ti com nano e microtopografia.

Os trés capitulos seguintes abordardo cada um dos objetivos especificos

aqui apresentados.
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CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES DE TITANIO (TI)

1.1 OBJETIVO

Caracterizar as superficies de Ti com nano e microtopografia.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Amostras de Ti

Um total de 1050 discos usinados de Ti comercialmente puro, grau 2, de 13
mm de diametro e 2 mm de altura (Realum, S&o Paulo, SP, Brasil) foram lixados,
lavados com tolueno em ultrassom e divididos em trés grupos (350 discos por
grupo). A superficie de Ti com nanotopografia (Ti-Nano) foi obtida por tratamento
com solucédo de H,SO,4 a 10 N e H,0O, a 30% por 4 horas (DE OLIVEIRA et al., 2007,
RICHERT et al., 2008; VARIOLA et al., 2008) a temperatura ambiente, sob agitacéo
constante. A superficie de Ti com microtopografia (Ti-Micro) foi obtida por duplo
ataque acido com HNO3, H,SO,4, € HCI, como o realizado em implantes dentarios
osseointegraveis comercialmente disponiveis (ELIAS et al., 2012). O protocolo de
tratamento n&o é aqui descrito por se tratar de segredo industrial. Discos lixados néo
submetidos a tratamento posterior foram utilizados como controle (Ti-Controle) em
parte dos experimentos. Todos os discos foram lavados em agua destilada,

autoclavados e secos ao ar.

1.2.2 Caracterizagdo das superficies de Ti

Discos de Ti dos trés grupos foram examinados em microscopio eletrénico
de varredura Inspect S50 (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA) para avaliagcdo da
topografia e composicdo de superficie, e em interferdbmetro 6ptico (Zygo 7100,

Devon-Berwyn, PA, EUA) para avaliagéo da rugosidade.
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1.2.3 Anélise estatistica

Os dados numéricos foram obtidos em trés campos escolhidos de forma
randomizada em cinco discos de cada grupo (n=15) e submetidos ao teste de
ANOVA One-Way, seguido do pés-teste de Tukey quando necessario. Foi utilizado o
programa SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA, EUA). O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracterizacdo das superficies de Ti

1.3.1.1 Microscopia eletrénica de varredura

O Ti-Nano, quando analisado em aumentos menores, apresentou superficie
regular similar ao Ti-Controle (Figura 1A) e, em aumentos maiores, mostrou
numerosas concavidades e ondulacdes formando poros em sua superficie na escala
nanomeétrica (Figura 1B e C). O Ti-Micro, quando analisado em aumentos menores,
apresentou uma superficie homogénea (Figura 1D) e, em aumentos maiores,
mostrou uma superficie caracterizada por uma rede de poros na escala micromeétrica
(Figura 1E e F). O Ti-Controle, quando analisado em aumentos menores,
apresentou superficie regular com ranhuras em varias dire¢des (Figura 1G) e, em
aumentos maiores foram observados pequenos sulcos resultantes do processo de

torneamento (Figura 1H e I).
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Figura 1. Caracterizacdo das superficies de titdnio. Microscopia eletronica de varredura de
alta resolucdo da superficie de titdnio com nanotopografia (A, B e C), com microtopografia
(D, E e F) e usinada (G, H e I). Escala: barra em A, D e G=20 ym, em B, E e H=500 nm e
em C, F e =200 nm.

1.3.1.2 Interferometria Optica

Foram geradas reconstrucdes tridimensionais das superficies de Ti-Nano
(Figura 2A), Ti-Micro (Figura 2C) e Ti-Controle (Figura 2E). A rugosidade média foi
maior em Ti-Micro comparada com Ti-Nano e Ti-Controle, com diferencga estatistica
para Ti-Controle mas ndo para Ti-Nano (p<0,001 e p=0,329, respectivamente).
Comparando Ti-Controle e Ti-Nano, a rugosidade média foi maior em Ti-Nano
(p=0,001) (Figura 2B). A altura dos picos foi maior em Ti-Nano comparada com Ti-
Micro e Ti-Controle, com diferenca estatistica para Ti-Controle e sem diferenca
estatistica para Ti-Micro (p=0,013 e p=0,524, respectivamente). Comparando Ti-
Micro e Ti-Controle, ndo houve diferenca estatistica (p=0,117) (Figura 2D). A
profundidade dos vales ndo apresentou diferenca estatistica entre as superficies

avaliadas (p>0,05 para todos) (Figura 2F).
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Figura 2. Caracterizagdo das superficies de titdnio. Reconstrucdo tridimensional da
interferometria Optica da superficie de titAnio com nanotopografia (Ti-Nano, A), com
microtopografia (Ti-Micro, C) e usinada (Ti-Controle, E). Pardmetros de rugosidade
avaliados foram rugosidade média (B), altura média dos picos (D) e profundidade média dos
vales (F). Os dados sao apresentados como média + desvio padrao (n=15) e os asteriscos
indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

1.3.1.3 Composicao quimica das superficies

A andlise de composicdo quimica mostrou que, independentemente do

tratamento, o Ti-Nano (Figura 3A), o Ti-Micro (Figura 3B) e o Ti-Controle (Figura 3C)

apresentaram exclusivamente Ti na composi¢cdo com auséncia de contaminantes.
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Figura 3. Caracterizacdo das superficies de titdnio. Composicao quimica da superficie de
titAnio com nanotopografia (A), com microtopografia (B) e usinada (C).

1.4 DISCUSSAO

Os tratamentos com solucdes de H,SO4/H;0, e de HNO3/H,SO4/HCI
produziram de forma simples, rapida e com baixo custo superficies com porosidades
nas escalas nano e microtopogréfica, respectivamente, sem a presenca de
contaminantes.

As analises por microscopia eletrbnica de varredura mostraram que 0S
tratamentos empregados resultaram em superficies com topografias diferentes,
corroborando dados ja presente na literatura. A superficie de Ti-Nano apresenta
nanoconcavidades com diametro médio de 22 nm (DE OLIVEIRA et al., 2004; YI et
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al., 2006). Essa caracteristica do Ti-Nano permite o estabelecimento de uma relacao
biomimética entre a superficie do biomaterial e o tecido ésseo, favorecendo o
microambiente celular (ANNUNZIATA et al.,, 2012) e a formacdo de filipddios
celulares (GUADARRAMA BELLO et al.,, 2017). A superficie do grupo Ti-Micro
também apresentou topografia homogénea, com numerosas microcavidades com
bordas bem definidas, como ja descrito por Elias (2010). Este tipo de superficie
facilita a retencdo de células osteogénicas e também permite que elas migrem para
essa superficie por favorecer a adsorcao da fibronectina (BRACERAS et al., 2009).
A superficie do grupo Ti-Controle apresentou pequenos sulcos rasos,
provavelmente, como resultado do processo de polimento.

A andlise por interferometria Optica permite avaliar varios parametros de
rugosidade, entre eles a rugosidade média, a altura média dos picos e a
profundidade média dos vales. A rugosidade média € o parametro mais comumente
utilizado (ELIAS et al.,, 2012), sendo que uma maior rugosidade promove um
aumento da éarea de interface entre o biomaterial e as células, além de estar
relacionada a uma maior molhabilidade e adsorcdo de proteinas (COUTINHO &
ELIAS, 2009; DAVIES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; GINER et al., 2018), o
gue afeta diretamente a osseointegracao do Ti, interferindo na adesao, proliferagao
e diferenciacdo celular (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004b; SUZUKI et al.,
1997; GEIS-GERSTORFER et al., 2004). De maneira geral, as superficies Ti-Nano e
Ti-Micro apresentaram valores de rugosidade média e altura média dos picos
maiores que o grupo Ti-Controle; no entanto, as rugosidades médias das superficies
de Ti-Nano e Ti-Micro ndo apresentaram diferencas estatisticas. Em acordo com
nossos achados, foi observado que uma superficie com microtopografia apresenta
rugosidade semelhante a superficie com concavidades nas escalas submicro e
nanotopogréfica.

A andlise dos elementos quimicos presentes na superficie de Ti dos
diferentes grupos evidenciou que tanto no Ti-Nano quanto no Ti-Micro, os diferentes
tratamentos ndo alteraram a composicdo quimica da superficie, mostrando somente
a presenca de Ti. Nossos resultados confirmam que os tratamentos realizados por
ataque acido foram capazes de gerar consistentemente superficies com nano e
microtopografia livre de contaminantes, o que as tornariam mais hidrofilicas,

podendo assim favorecer a adesao e a proliferacdo celular (RUPP et al., 2004).
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CAPITULO 2 - EFEITO DO SILENCIAMENTO DA INTEGRINA oV SOBRE A
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA INDUZIDA PELA
SUPERFICIE DE Ti COM NANOTOPOGRAFIA

2.1 OBJETIVO

e Investigar o a participacdo da integrina aV na diferenciacdo osteoblastica
induzida pela superficie de Ti com nanotopografia.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Superficies de Ti

Foram utilizados discos de Ti-Nano e Ti-Controle preparados como descrito

no capitulo anterior na se¢éo 1.2.1.

2.2.2 Obtencdo e cultura de células

Ratos Wistar pesando aproximadamente 150 gramas foram sacrificados
seguindo o protocolo previamente aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da FORP-USP (# 2014.1.796.58.7, Anexo A). Os fémures foram
cirurgicamente removidos, acondicionados em meio de transporte constituido por
meio essencial minimo modificacdo o (a-MEM, Gibco-Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA), suplementado com 500 pg/ml de gentamicina (Gibco-Life
Technologies) e 3 ug/ml de fungisona (Gibco-Life Technologies), transferidos para a
capela de fluxo laminar e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos
previamente ao isolamento das células. As epifises dos fémures foram removidas e
as MSCs obtidas por lavagem do canal medular das diafises com meio de
crescimento, constituido por a-MEM (Gibco-Life Technologies), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies), 1% de penicilina-estreptomicina
(Gibco-Life Technologies) e 0,3 ug/ml de fungisona (Gibco-Life Technologies), as
células foram mantidas em meio de crescimento até a subconfluéncia. As células da

primeira passagem foram plaqueadas em placas de 24 pocos (Corning Life



54| Capiitulo 2

Sciences, Corning, NY, EUA) sobre as superficies Ti-Nano e Ti-Controle na
densidade de 2x10* células por disco e mantidas em cultura em meio de
crescimento por periodos de até 5 dias. As culturas permaneceram a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico e o meio foi

trocado a cada 48 horas.

2.2.3 Analise da expressdo génica de marcadores 6sseos por PCR em tempo

real

Aos 3 e 5 dias, o RNA total foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen-Life
Technologies) seguindo as recomendacdes do fabricante e foi confeccionada a fita
de DNA complementar (cDNA) a partir de 1 ug de RNA total. A integridade do RNA
foi avaliada por eletroforese microfluidica com nanochip Agilent 6000 RNA, no
aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
Apenas as amostras com integridade (RIN)=9,0 foram usadas. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado no termociclador Mastercycle Gradient
(Eppendorf, Hamburg, HH, Alemanha) por meio de reacdo com a enzima
transcriptase reversa, utilizando o kit SuperScript™ |IIl First Strand Synthesis
Systems (High Capacity Kit, Invitrogen-Life Technologies). As reacdes de PCR
(polymerase chain reaction) em tempo real para a quantificacdo da expressao
génica dos marcadores 0sseos fator de transcricdo Runx2, osterix (Sp7), fosfatase
alcalina (Alp), osteocalcina (Oc), Bsp e Opn foram feitas utilizando o sistema de
sondas TagMan (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) no aparelho 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster city, CA, EUA). As
reagoes foram realizadas em triplicata com volume final de 10 ul contendo 5 pl de
TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific) e 0,5 pl das sondas
TagMan para os genes de interesse (20X TagMan Gene Expression Assay Mix) e
11,25 ng/ul de cDNA. A reacdo de amplificacdo 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 extenséo). Os dados foram analisados com base no método
comparativo do valor do ciclo limiar, método 2T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001),

normalizados pela pB-Actina e calibrados pelo grupo Ti-Controle aos 3 dias.
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2.2.4 Andlise da expressao da proteina RUNX2 por Western blot

Aos 3 e 5 dias, as ceélulas crescidas sobre Ti-Nano e Ti-Controle foram
lisadas com tampdo RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay — RIPA) utilizando
ultrassom (Misonix, Farmingdale, NY, EUA) com 5 pulsos com intensidade 10 por 10
segundos, com intervalo de 1 minuto entre cada pulso. A quantidade de proteina foi
quantificada no aparelho NanoVue (Ge Heathcare, Chicago, IL, EUA) utilizando o
comprimento de onda de 280 nm. Foram preparados géis de acrilamida 8,5%
montados em aparato proprio e foi adicionado tampé&o de corrida. Foram utilizadas
amostras contendo 50 ug de proteina e para identificar o peso molecular das
proteinas, foi usado um marcador (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) que
identifica bandas entre 10 e 250 kDa. As proteinas foram transferidas dos géis para
membrana de PTFE Hybond C-Extra membrane (GE Healthcare Life Science,
Chicago, IL, EUA) usando equipamentos para a transferéncia molhada (Bio-Rad
Laboratories). A membrana foi mantida por 1 hora em tampé&o salino com Tris e
0.1% Tween-20 (TBS-T, Sigma—Aldrich) contendo 5% de Ileite (Bio-Rad
Laboratories). Apés o bloqueio de sitios inespecificos, a membrana foi incubada
overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-RUNX2 (coelho monoclonal, 1:1000 -
Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) e em seguida com o anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rabano cabra-anti-coelho IgG (1:2000, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente. Entre as
incubagcbes com anticorpos primario e secundario, e ao final da incubacdo com
anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes, 5 minutos cada, com TBS-
T. Para a imunodeteccéo, foi utilizado o reagente Western lightning plus-ECL (Perkin
Elmer Life Sciences, Waltham, MA, EUA) e o sistema de aquisicdo de imagem G-
Box gel (Syngene, Cambridge, Reino Unido). Para a marcacdo da proteina
constitutiva, a membrana foi limpa com Re-blot Plus Strong (EMD — Milipore) e
incubada overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-B-Actina (Camundongo
monoclonal, 1:1000, Cell Signaling), e em seguida com o anticorpo secundario

cabra-anti-camundongo IgG (1:3000, Sigma-Aldrich) por 1 hora a temperatura
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ambiente. Entre as incubacdes com anticorpos primario e secundario, e ao final da
incubacdo com anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes, 5 minutos
cada, com TBS-T. As imagens foram entdo obtidas como descrito a cima. A
expressdo da proteina RUNX2 foi obtida em triplicata (n=3), normalizada pela -

Actina e calibrada pelo grupo Ti-Controle aos 3 dias.

2.2.5 Expresséo de genes relacionados a via de sinalizacdo das integrinas

Aos 3 dias, as células crescidas sobre Ti-Nano e Ti-Controle foram
submetidas a extracdo do RNA total e o cDNA foi confeccionado como descrito
acima. Placas customizadas de PCR array foram utilizadas para avaliacdo da
expressdo génica de 87 genes relacionados a via de sinalizacdo das integrinas e
adesédo focal (RT? ProfilerTM PCR Array Rat Integrin Signaling Pathway, Qiagen,
Hilden, NRW, Alemanha). Os experimentos foram realizados com o RT? SYBR
Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
expressdo relativa foi calculada através do programa RT? Profiler PCR Array Data
Analysis Software (Qiagen) usando 6 genes de referéncia, B-Actina, 18S ribosomal
(18s), beta-2-microglobulina (B2m), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase 1
(Hprtl), lactato desidrogenase A (Ldha) e glicerol-3-fosfato desidrogenase (Gapdh)
calibrada pelo grupo Ti-Controle aos 3 dias. Os dados completos desse array sao

apresentados na tabela suplementar em anexo.

2.2.6 Analise da expressao da proteina integrina aV por Western blot

Aos 5 dias, a expressao da proteina integrina aV em células crescidas sobre
Ti-Nano e Ti-Controle foi avaliada por Western blot como descrito na secéo 2.2.4,
utilizando o anticorpo primario anti-ITGAV (coelho monoclonal, 1:5000, Abcam,
Cambridge, Reino Unido) e o anticorpo secundario cabra-anti-coelho IgG (1:3000,
Santa Cruz Biotechnology). A expressdo da proteina integrina aV foi obtida em
triplicata (n=3), normalizada pela pB-Actina e calibrada pelo grupo Ti-Controle aos 5

dias.
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2.2.7 Silenciamento da integrina aV por shRNA

2.2.7.1 Transformacéo (replicacao) e purificacdo dos shRNA

Como as células crescidas sobre Ti-Nano apresentaram altos niveis de
expressao génica e proteica de integrina aV, nds estabelecemos a hipotese de que
ela poderia estar envolvida no potencial osteogénico dessa superficie. Para
testarmos nossa hipotese, optamos por silenciar a expressao de integrina aV. Para
isso, células da linhagem MC3T3-E1 foram infectadas com particulas lentivirais
contendo o sh para integrina aV (shITGAV) ou um vetor vazio (scrambled,
shpLKO.1, Sigma-Aldrich). Esses vetores foram transformados em células
competentes da linhagem Stable 3 (Invitrogen-Life Technologies). Para isso, 20 ng
de shRNA em 1 pl foram acrescentados a 20 pl de células Stable 3 (Invitrogen-Life
Technologies) e a solugdo foi mantida em gelo por 30 minutos. Em seguida, a
solugéo foi incubada em banho-maria (Thermo Fisher Scientific) a 42°C por 1 minuto
e, apos, mantida por 2 minutos em gelo. Na sequéncia, a solucdo foi espalhada
sobre uma placa de Petri de 100 mm contendo meio de Luria-Bertani (LB)
suplementado com 2% de agarose (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) e 50 pg/ml de
ampicilina (Sigma-Aldrich). As placas foram mantidas overnight a 37°C em
incubadora microbiologica (Thermo Fisher Scientific). Uma Unica col6nia crescida
sobre a placa foi coletada e transportada para um frasco erlenmeyer contendo 50 mli
de meio LB autoclavado suplementado com 50 pug/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich).
O conteudo foi mantido overnight a 37°C sob agitacédo a 200 rpm (rotacao por minuto
— rpm) em Shaker de bancada (Thermo Fisher Scientific) para favorecer a
proliferacdo da col6nia. Ao final desse periodo, a solucéo foi transferida para frascos
de centrifuga de 50 ml e centrifugados (Thermo Fisher Scientific) a 6000 rpm por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os plasmideos contendo os shRNA
foram purificados a partir da fracdo sedimentada. A purificacdo dos plasmideos foi
realizada utilizando o kit de extracdo plasmidial ZR Plasmid Maxiprep Kit (Zymo
Research, Irvine, CA, EUA), seguindo as recomendacbOes do fabricante. A
concentracdo de DNA foi avaliada por densidade Optica em 260 nm.
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2.2.7.2 Producéao lentiviral

Para a producéo das particulas lentivirais foi utilizado um vetor contendo o
transgene e dois vetores auxiliares que possuiam a origem de replicacdo do SV40,
para que, apos a transfeccdo, os plasmideos pudessem se replicar no interior das
células, aumentando a transcricdo do transgene e a producdo de proteinas virais a
serem secretadas no meio de cultura. Para isso, células da linhagem 293-FT
(Thermo Fischer Scientific) foram cultivadas em garrafa T175 (175 mm? ~ Corning)
contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's medium
- DMEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal. As culturas de células foram
mantidas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico, até atingirem 70% de confluéncia (aproximadamente 6x10° células). Em
um tubo de polipropileno de 50 ml foram acrescentados 4,5 ml de meio DMEM livre
de soro fetal bovino e adicionados os plasmideos nas seguintes quantidades: 10 g
do gene de interesse; 6,5 ug do pCMVARS8.91 e 3,5 pg pMD2 VSVG. Em outro tubo,
foram acrescentados 4,5 ml de meio DMEM livre de soro fetal bovino e 90 pl de
lipofectamina 2000™ (Invitrogen-Life Technologies). Os dois tubos foram mantidos
em temperatura ambiente por 5 minutos. Ap0s a primeira incubacdo, as duas
solugbes foram misturadas e incubadas por mais 20 minutos em temperatura
ambiente. Neste intervalo de tempo, 0 meio das placas foi trocado por meio fresco. A
mistura (DNA-lipofectamina) foi distribuida na placa e, apdés 8 horas, o0 meio das
células foi trocado por meio D-MEM suplementado com 10% soro fetal bovino. O
sobrenadante contendo as particulas virais foi recolhido apés 48 e 72 horas e
centrifugado a 300 rcf (forca centrifuga relativa) por 5 minutos para retirada de debris
ou restos celulares. Apos coleta, as particulas virais foram concentradas utilizando o
reagente Lenti-X Concentrator (Clontech, Mountain View, CA, EUA), seguindo as
recomendagbes do fabricante. Por fim, os virus foram ressuspensos em 2 ml de

meio de cultura e congelados em aliquotas individuais de 400 pl a -80°C até o uso.

2.2.7.3 Silenciamento da integrina aV em células preé-osteoblasticas da
linhagem MC3T3-E1

Células da linhagem MC3T3-E1 (subclone 14, American Type Culture
Collection, Manassas, VA, EUA) da passagem 10 foram expandidas em frascos de



Capitulo 2 159

75 cm? em meio de crescimento até a subconfluéncia da cultura. Em seguida, foi
adicionada solucdo de tripsina a 0,25% (Gibco-Life Technologies) e &cido
etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid — EDTA) a 1 mM
(Gibco-Life Technologies) para obtencéo da suspenséo de células. As células foram,
entdo, plaqueadas na densidade de 1x10° células/pogo em placas de poliestireno de
6 pocos (Corning Incorporated), em meio de crescimento para a infeccdo com as
particulas virais previamente preparadas. Os meios de cultura foram trocados a cada
48 horas e, durante todo o tempo de cultura, as células foram mantidas a 37°C e
atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico.

Para silenciar a integrina aV, células da linhagem MC3T3-E1 foram
infectadas com 400 pl das aliquotas de particulas lentivirais contendo o shiITGAV ou
0 shpLKO.1 (scrambled) em meio de crescimento com 8 ug/ml de Polibreno (Sigma-
Aldrich). Apos 24 horas, o meio foi trocado por meio fresco e a selecao antibidtica foi
iniciada 48 horas ap0s a infeccdo utilizando-se 1,25 ug/ml de Puromicina (Sigma-
Aldrich) e mantida por 7 dias. As células infectadas foram colhidas e as expressdes
génica e proteica de integrina aV foram avaliadas por PCR em tempo real e Western
blot, como descrito nas secfes 2.2.3 e 2.2.4, respectivamente. Os dados foram
obtidos em triplicata (n=3), normalizados pela B-Actina e calibrados pelo grupo
shpLKO.1.

2.2.7.4 Efeito do silenciamento da integrina aV sobre a diferenciacdo

osteoblastica induzida pela superficie de Ti com nanotopografia

Células MC3T3-E1 shiITGAV e shpLKO.1, foram plagueadas na densidade
de 2x10” células sobre o Ti-Nano para a avaliacdo da sua participacdo no potencial
osteogénico dessa superficie. Aos 5 dias de cultura, essas células foram
processadas para avaliacdo da expressao génica dos marcadores 6sseos Runx2,
Oc, Bsp, Sp7, Opn e ALP, por PCR em tempo real, e avaliacdo da expressao das
proteinas integrina aV e RUNX2, por Western blot, como descrito nas secdes 2.2.3 e
2.2.4, respectivamente. Os dados foram obtidos em triplicata (n=3), normalizados

pela B-Actina e calibrados pelo grupo shpLKO.1.
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2.2.8 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3). Os dados do
efeito osteogénico do Ti-Nano e do Ti-Controle foram submetidos ao teste de
ANOVA Two-Way, seguido do pés-teste de Tukey quando necessario. Os dados do
PCR array foram calculados no programa RT? Profiler PCR Array Data Analysis
Software (Qiagen). Os dados do silenciamento de integrina aV foram submetidos ao
teste t de Student. Os testes de ANOVA Two-Way e teste t de Student foram feitos
utilizado o programa SigmaPlot (Systat Software) e o nivel de significancia adotado
foi de 5% (p<0,05).

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Analise da expressado génica e proteica de marcadores ésseos por PCR
em tempo real e Western blot

O Ti-Nano regulou positivamente a maioria dos marcadores da diferenciacao
osteoblastica avaliados. A expressdo génica de Runx2 (Figura 4A) foi maior aos 3
dias (p=0,001), e menor aos 5 dias (p=0,003) em células crescidas sobre Ti-Nano
comparado ao Ti-Controle. A expressédo génica de Sp7 (Figura 4B) de Alp (Figura
4C) foram maiores aos 3 e 5 dias (p=0,005 e p=0,001, respectivamente para Sp7 e
p=0,002 e p=0,001, respectivamente para Alp) em células crescidas sobre Ti-Nano
comparado ao Ti-Controle. A expressao génica de Oc (Figura 4D) ndo apresentou
diferenca aos 3 dias (p=0,479) e foi maior aos 5 dias (p=0,001) em células crescidas
sobre Ti-Nano comparado ao Ti-Controle. A expresséo génica de Bsp (Figura 4E) e
de Opn (Figura 4F) foram maiores aos 3 e 5 dias (p=0,001 para todos) em células
crescidas sobre Ti-Nano comparado ao Ti-Controle. A expresséo proteica de RUNX2
(Figura 4G e H) foi maior aos 3 dias (1,5-vezes, p=0,005) e aos 5 dias (1,6-fold,

p=0,002) em células crescidas sobre Ti-Nano comparado ao Ti-Controle.
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Figura 4. Efeito da superficie sobre a expressao génica e proteica de marcadores osteoblasticos em
células crescidas sobre superficie de titAnio com nanotopografia (Ti-Nano) e usinada (Ti-Controle).
Expressdo génica de fator de transcri¢cdo relacionado ao runt (Runx2, A), osterix (Sp7, B), fosfatase
alcalina (Alp, C), osteocalcina (Oc, D), sialoproteina éssea (Bsp, E) e osteopontina (Opn, F), e
expressao proteica de RUNX2 (G e H) aos 3 e 5 dias em células-tronco mesenquimais. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrédo (n=3) e os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significantes entre Ti-Nano e Ti-Controle dentro do mesmo tempo experimental (p<0,05).
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2.3.2 Andlise da expressdo de genes e proteina relacionados a via de
sinalizac&o das integrinas por PCR array e Western blot

Dos 87 genes avaliados, 13 foram positivamente regulados (modulagao
>1,9-vezes, p<0,05) pelo Ti-Nano quando comparado com Ti-Controle, entre eles, 6
integrinas, 1 relacionado a proteinas do citoesqueleto, 3 relacionados a sinalizagcéo
da proteina G, e 3 na sinalizacao das quinases de adeséo focal (Tabela 1).

Tabela 1. Expressao dos genes relacionados a via de sinalizacdo das integrinas regulados

positivamente (=1,9-vezes, p<0,05) em células-tronco mesenquimais crescidas sobre Ti-Nano e Ti-
Controle aos 3 dias

Gene Ti-Controle Ti-Nano Valor de p
Actb (B-Actina) 1 1 1
Integrinas

Itgal0 (Integrina alfa-10) 1 1,98 0,001
Itgall (Integrina alfa-11) 1 2,02 0,001
Itga7 (Integrina alfa-7) 1 201 0,001
Itgav (Integrina alfa-V) 1 1,96 0,001
Itgb3 (Integrina beta-3) 1 2,02 0,001
Itgb5 (Integrina beta-5) 1 2.02 0,001

Sinalizacdo por Proteina G

Pak3 (Serina/threonin-Proteina kinase 3) 1 2,03 0,001
Shc2 (Proteina transformadora 2) 1 202 0,001
Sosl (Son of sevenless homolog 1) 1 202 0,001

Proteinas do Citoesqueleto & Reguladoras
Vavl (Proto-oncogene vav) 1 1,99 0,001

Sinalizacdo por Quinases de Adeséo Focal

Capn2 (Subunidade catalitica Calpain-2) 1 2,03 0,001
Prkca (Proteina quinase C tipo beta) 1 202 0,001
Prkcb (Caveolina-3) 1 2,02 0,001

Considerando o papel relevante da integrina oV na diferenciagao

osteoblastica (SU et al., 2010), nés avaliamos sua expressao por Western blot e
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observamos uma maior expressdo da proteina integrina aV nas células crescidas

sobre o Ti-Nano (1,5-vezes, p=0,008) aos 5 dias (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da superficie sobre a expressdo proteica de integrina aV (ITGAV) em células
crescidas sobre superficies de titAnio com nanotopografia (Ti-Nano) ou usinada (Ti-Controle) aos 5
dias. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) e o0 asterisco indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).

2.3.3 Silenciamento da integrina aV em células pré-osteoblasticas da linhagem

MC3T3-E1

Apés 7 dias de selecdo antibidtica, o silenciamento da integrina aV foi
confirmado pela expressdo génica reduzida em 75% (Figura 6A) e a expressao
proteica reduzida em 85% (Figura 6B) (p<0,001 para ambos) nas células shiITGAV

comparadas com as células shpLKO.1.
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Figura 6. Eficiéncia do silenciamento da integrina oV com shRNA. Expressao génica (A) e proteica
(B) de integrina oV aos 7 dias apés selecdo de células scramble MC3T3-E1 (shpLKO.1) e shITGAV-
MC3T3-E1 (shITGAV). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) e os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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2.3.4 Efeito do silenciamento da integrina aV sobre a diferenciagao

osteobléastica induzida pela superficie de Ti com nanotopografia

Aos 5 dias, a expressdo génica dos marcadores osteoblasticos Runx2
(Figura 7A, p=0,001), Sp7 (Figura 7B, p=0,001), Alp (Figura 7C, p=0,005), Oc
(Figura 7D, p=0,001), Bsp (Figura 7E, p=0,008) e Opn (Figura 7F, p=0,007) foi
menor nas células shITGAV comparada com as células pLKO.1. A expressao
proteica de RUNX2 (Figura 7G e H) foi menor (p=0,003) nas células shiITGAV
comparadas com as células pLKO.1. Esses resultados sugerem uma importante

participacdo da integrina aV no potencial osteoblastico da nanotopografia.
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Figura 7. Efeito do silenciamento da integrina aV sobre a expresséo génica e proteica de marcadores
osteoblasticos em células crescidas sobre superficie de titdnio com nanotopografia (Ti-Nano).
Expressédo génica de fator de transcricao relacionado ao runt (Runx2, A), osterix (Sp7, B), fosfatase
alcalina (Alp, C), osteocalcina (Oc, D), sialoproteina éssea (Bsp, E), e osteopontina (Opn, F) e
expressdo proteica de RUNX2 (G e H) aos 5 dias em células scramble MC3T3-E1 (shpLKO.1) e
shITGAV-MC3T3-E1 (shITGAV). Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) e o0s
asteriscos indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
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2.4 DISCUSSAO

Modificacdes de superficie de Ti afetam o comportamento celular (VARIOLA
et al., 2011; SVERZUT et al., 2012; KATO et al., 2014; ROSA et al., 2014; LOTZ et
al., 2018; SOUZA et al., 2018) e, portanto, o desenvolvimento de topografias que
ativem vias de sinalizacdo celular sabidamente relacionadas a diferenciacéo
osteoblastica € uma estratégia importante para modular o processo de
osseointegracdo. Neste estudo, confirmamos o alto potencial osteogénico do Ti com
nanotopografia e demonstramos que este potencial se deve, ao menos em parte, a
atuacao da integrina oV (Figura 8).

Para a avaliacdo da diferenciacdo osteoblastica induzida pela superficie de
Ti com nanotopografia, avaliamos a expressdo de genes caracteristicos de células
osteoblasticas como o Runx2, o principal fator de transcricdo que regula a formacao
ossea (LIAN et al., 2006 KOMORI et al., 2010), o Sp7, outro fator de transcricdo que
contribui para a maturagcdo dos osteoblastos (NAKASHIMA et al.,, 2002); a Alp,
importante no inicio da diferenciacdo osteoblastica e fundamental no processo de
mineralizaco, disponibilizando fosfato para a producdo da matriz (MILLAN, 2014), a
Oc, que corresponde a 20% das proteinas ndo colagenas da matriz d6ssea,
produzida por osteoblastos previamente a mineralizagdo e portanto considerada
como um marcador tardio de diferenciacdo osteoblastica (ANSELME, 2000), a Bsp,
envolvida na nucleacdo de cristais hidroxiapatita (HUNTER, GOLDBERG 1993;
GAMS et al., 1999) e a Opn, que tem afinidade por cristais de hidroxiapatita e inibe a
formacdo e o crescimento dos cristais (BOSKEY et al., 1993, BOSKEY 1995). Nosso
resultados confirmaram o potencial osteogénico da nanotopografia mesmo em
condi¢cdes nao osteogénicas, como descrito previamente por Rosa et al. (2014).
Para todos os genes avaliados, a expresséao foi maior nos periodos experimentas de
3 e 5 dias, com excecdo da expressao génica de Runx2 aos 5 dias, que foi menor
sobre o Ti com nanotopografia comparado ao Ti usinado. No entanto, a expressao
proteica de RUNX2 foi maior sobre o Ti com nanotopografia aos 3 e 5 dias, fato que
pode ser explicado pelos numerosos mecanismos biolégicos que dissociam 0s
niveis de proteina dos niveis de mRNA, como por exemplo a acdo de microRNAs
(BARRETT et al., 2012; LIU et al., 2016).

Diversos estudos tém mostrado a participacdo da via de sinalizagdo das

integrinas na resposta de células ao Ti com diferentes topografias. Nesse estudo,
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optamos pela técnica de PCR array para a avaliacdo da expressdo génica de
componentes dessa via. Tal abordagem representa uma vantagem em relacdo aos
estudos anteriormente relatados na literatura, pois permite a andlise simultanea de
87 genes relacionados a via e ndo integrinas especificas (OLIVARES-NAVARRETE
et al.,, 2008; WANG et al.,, 2013; ROSA et al, 2014; GITTENS et al.,, 2014;
OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015; WANG et al., 2016, GUADARRAMA BELLO
et al., 2017; KWON et al., 2018).

Entre as integrinas presentes nesse PCR array, as integrinas «10, oV, 3 e
B5 tém sido relacionadas a modulagdo da diferenciacdo osteoblastica (WILDER
2002; CHENG et al., 2005; LUAN et al., 2007; OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015;
ELSAFADI et al.,, 2016). A integrina aV tem sido descrita com um importante
mecanotransdutor para a diferenciacdo osteogénica, assim como 0s complexos
formados pelas subunidades aVPB3 e subunidades aVBl (SU et al, 2010; DI
BENEDETTO et al., 2015; LEE et al., 2015; ZHAO et al. 2018). Além disso, o papel
da integrina aV no potencial osteogénico pode ser por ativacdo de outras vias
relacionadas a diferenciacdo osteoblastica, como TGFpB, BMP e Wnt (ANNES et al.
2002; LAl & CHENG, 2005; LIAN et al., 2006; SU et al, 2010; LU et al., 2015). O
complexo aVB3 tem sido relacionado ao comprometimento das MSCs com a
linhagem osteoblastica por interagir com ligantes da matriz extracelular como a
vitronectina e a osteopontina (DI BENEDETTO et al., 2015). Ja a subunidade aVp1
tem sido relacionada a diferenciacdo osteoblastica por sobreposicdo ao receptor
BMPR1 para facilitar a ligacdo da BMP2 e assim levar a diferenciacdo (LAl &
CHENG, 2005).

Em trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa, mostramos que a
nanotopografia induz a diferenciacdo osteogénica, pelo menos em parte,
aumentando a producédo endégena de BMP2 e modulando a via de sinalizacdo das
BMPs. Su et al, 2010, mostrou que o complexo aVp3 é crucial para a proteina
CYR61 mediar a expressdo de Bmp2 e, subsequentemente, a diferenciagao
osteoblastica. Corroborando com esses achados, observamos que o silenciamento
da integrina oV reduziu a expressdo da maioria dos marcadores osteoblasticos
sobre Ti com nanotopografia. Portanto, nossos dados indicam que o potencial
osteogénico do Ti com nanotopografia se deve, a0 menos em parte, a mecanismos

celulares modulados pela integrina aV e estudos adicionais sdo necessarios para
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investigar se sua interagdo com outras vias de sinalizagdo, como por exemplo a da

BMP2, afeta a diferenciacéo osteoblastica induzida pela nanotopografia.

ITGAV

Proteina

ShRNA

1 Diferenciacao
Osteoblastica

Figura 8. Representacdo esquemética da participagdo da integrina oV (ITGAV) na diferenciacdo
osteoblastica induzida pelo titAnio com nanotopografia (Ti-Nano).



Capitulo 3







Capitulo 3 |71

CAPITULO 3 - EFEITO DO SILENCIAMENTO DA INTEGRINA B3 NA
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA INDUZIDA POR
SUPERFICIES DE TI COM NANO E MICROTOPOGRAFIA

3.1 OBJETIVO

e Investigar o a participacdo da integrina B3 na diferenciacdo osteoblastica

induzida por superficies de Ti com nano e microtopografia.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Superficies de Ti

Foram utilizados discos de Ti com superficie na escala nanométrica (Ti-
Nano) e micrométrica (Ti-Micro), preparados como descrito no capitulo 1, secdo
1.2.1.

3.2.2 Obtencéao e cultura de células

As MSCs foram obtidas de medula 6ssea de ratos Wistar e cultivadas como
descrito na secdo 2.2.2 do capitulo 2. As células da primeira passagem foram
cultivadas em placas de 24 pocos (Corning Life Sciences, Corning, NY, EUA) sobre
as superficies Ti-Nano e Ti-Micro na densidade de 2x10* células por disco em meio
de crescimento, durante 3 dias. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera
umidifica contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico, e o0 meio de cultura foi

trocado a cada 48 horas.

3.2.3 Expressédo de genes relacionados a via de sinalizagcdo das integrinas

Aos 3 dias, as células crescidas sobre as superficies de Ti-Nano e Ti-Micro
foram submetidas a extracdo do RNA total com o regente Trizol (Invitrogen-Life
Technologies). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado usando 1 ug do RNA
total através da reacdo da transcriptase reversa (Kit High Capacity, Invitrogen-Life
Technologies). Placas de array customizadas foram usadas como descrito no
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capitulo anterior, secdo 2.2.5, para detectar a expressao de 87 genes relacionados a
via de sinalizacdo das integrinas a adeséo focal (RT2 ProfilerTM PCR Array Rat
Integrin Signaling Pathway, Qiagen). A expressao génica relativa foi calculada por
meio do software RT2 Profiler PCR Array Data Analysis (Qiagen) usando 6 genes
constitutivos, B-Actina, 18s, B2m, Hprtl, Ldha e Gapdh, e calibrada em relacéo as
células crescidas sobre Ti-Micro. Os dados completos desse array estao

apresentados na tabela suplementar em anexo.

3.2.4 Construcédo do CRISPR/Cas9

3.2.4.1 Células MC3T3-E1 expressando constitutivamente a dCas9-KRAB
(KRAB)

Para uma expressdo celular estavel da dCas9-KRAB, células MC3T3-E1
foram infectadas com particulas lentivirais preparadas como descrito no capitulo
anterior, secado 2.2.7.2, contendo o vetor lentiviral pHAGE EF1a dCas9-KRAB
(Addgene #50919). Para isso, as células MC3T3-E1 foram plagueadas em placas de
6 pocos sob a densidade de 1x10° células/poco e mantidas em meio de crescimento
a 37°C em atmosfera umidifica contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico.
Depois de 24 horas, o meio de cultura foi substituido por uma solugcdo contendo
meio de crescimento com 8 pg/ml de Polibreno (Sigma-Aldrich) e o virus
previamente preparado e mantido por 18 horas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico. Em seguida, a solucéo letiviral foi
trocada por meio de crescimento novo e, 48 horas apoés a infeccao, foi iniciada a
selecdo com Puromicina (1,5 pg/ml) (Thermo Fischer Scientific), mantida por 7 dias.
A presencga da dCas9-KRAB foi confirmada por um PCR qualitativo e Western blot
para detectar a proteina dCas9, como descrito abaixo. Essas células KRAB-MC3T3-

E1l (KRAB) foram usadas como grupo controle.
3.2.4.2 Analise do DNA gendmico por PCR qualitativo
Para isolar o DNA gendmico (gDNA), 1x10° células de ambos os grupos

MC3T3-E1 e KRAB-MC3T3-E1 foram ressuspensas em 50 pl da solugéao
QuickExtract (Lucigen - Epicenter, Middleton, WI, EUA). A reacdo da PCR foi
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preparada com 10 pl do KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x) (Kapa Biosystems -
Roche Applied Science Penzberg, DE-BY, DE), 0.5 ul do primer forward e reverse
(10 pUM) (F-ACTGATAAGGCTGACTTGCGGT R-
CGAAGTTCCAGGGAGTGATGGT), 100 ng do gDNA e H,O até completar 20 pl. A
condicdo do termociclador incluiu uma desnaturacao inicial a 94 °C por 15 minutos,
35 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 30s, anelamento a 60 °C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto e uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Os
produtos da PCR foram adicionados com 4 pl do Orange DNA Loading Dye (6X)
(Thermo Fischer Scientific) e separados por gel de eletroforese a 1%. As bandas

foram registradas utilizando o GelDoc UV (Bio-Rad Laboratories).

3.2.4.3 Analise da expresséo da proteina Cas9 por Western blot

Aos 3 dias apds selecdo com puromicina, as células MC3T3-E1 e KRAB-
MC3T3-E1 foram lisadas com tamp&o RIPA. Depois da quantificagdo, 50 ug da
proteina total de cada grupo foi denaturada e separada em gel de eletroforese de
poliacrilamida a 8,5% e transferida para uma membrada de PTFE Hybond C-Extra
(GE Healthcare) como descrito no capitulo anterior, se¢do 2.2.4. A membrana foi
bloqueada por 1 hora em TBS-T contendo 5% de leite (Bio-Rad Laboratories),
incubada overnight a 4°C com anticorpo anti-CRISPR (Cas9) (camundongo
monoclonal - 1:500, Biolegend, San Diego, CA, EUA) e depois por 1 hora a
temperatura ambiente com anticorpo secundario cabra-anti-camundongo I1gG1
(1:2000, Santa Cruz Biotechnology). Entre as incuba¢gdes com anticorpos primario e
secundario e ao final da incubac&o com anticorpo secundario, as membranas foram
lavadas trés vezes, por 5 minutos cada. As bandas das proteinas foram detectadas
utilizando o reagente Western lightning chemiluminescence (Perkin Elmer Life
Sciences) e as imagens obtidas do equipamento G-Box gel imaging (Syngene). Para
a marcacao da proteina constitutiva, a membrana foi limpa com Re-blot Plus Strong
(EMD - Milipore) e incubada overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-Tubulina
(camundongo monoclonal - 1:1000, Santa Cruz Biotechnology), e em seguida com o
anticorpo secundario cabra-anti-camundongo IgG (1:3000, Sigma-Aldrich) por 1 hora
a temperatura ambiente. Entre as incubagcdes com anticorpos primario e secundario,
e ao final da incubacdo com anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés

vezes, 5 minutos cada, com TBS-T. As imagens foram entdo obtidas como descrito
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a cima. A expressdo da proteina Cas9 foi obtida em triplicata (n=3), normalizada

pela Tubulina e calibrada pelas células MC3T3-E1.

3.2.4.4 Desenho do RNA guia

Devido a Ti-Nano regular positivamente a expressao da integrina 3, sendo
esta uma subunidade que favorece a diferenciacdo osteoblastica (SENS et al.,
2017), nos hipotetizamos que a integrina B3 poderia estar envolvida no potencial
osteogénico da nanotopografia. Para testar essa hipotese, trés gRNAs foram

desenhados e avaliados através da plataforma Benchling (https://benchling.com)

para o gene integrina B3. A regido alvo foi de —300 até +100 pares de base do sitio
de inicio da transcricdo génica. Os gRNAs, com 20 pares de bases, foram
selecionados considerando o melhor indice de “on target” e “off target”. As
sequéncias de oligonucleotideos foram compradas da Invitrogen (Invitrogen-Life

Technologies).

3.2.4.5 Transducédo das células KRAB-MC3T3-E1 com particulas lentivirais
contendo o RNA guia paraintegrina 3 (gITGB3)

Para a producdo de virus contendo o gRNA, os oligonucleotideos foram
anelados e submetidos a uma reacdo de digestdo e ligacdo com o plasmideo
pLK5.sgRNA.EFS.tRFP (Addgene #57823). Entdo, o0s plasmideos foram
transformados em células competentes Stable3 (Invitrogen-Life Technologies) e
amplificados em meio LB contendo ampicilina (50 pg/ml). A purificacdo foi feita
utilizando o ZR Plasmid Maxiprep (Zymo Research), conforme as recomendacdes do
fabricante, e a concentracdo foi avaliada pela densidade 6ptica em 260 nm. As
particulas lentivirais foram geradas como descrito acima, e as células KRAB-MC3T3-
E1l (Scramble) foram infectadas com o virus para cada gRNA para gerar as células
gITGB3-MC3T3-E1. Apds, essas células foram submetidas a uma selecdo celular
por proteina de fluorescéncia vermelha. Para testar a eficiéncia do gITGB3, foram
avaliadas a expresséo génica e proteica da integrina 3 nas ceélulas crescidas sobre
o poliestireno em 3 dias depois da selecao celular. A expressao génica foi avaliada

por PCR em tempo real, e a expressao proteica, por Western blot, seguindo os
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protocolos descritos no capitulo anterior, nas secfes 2.2.3 e 2.2.4, respectivamente.
Foram utilizados o anticorpo primario anti-integrina B3 (coelho monoclonal - 1:1000,
Abcam) e o secundario cabra-anti-coelho IgG (1:2000, Santa Cruz Biotechnology). A
expressdo proteica de integrina B3 nas células gITGB3-MC3T3-E1 foi normalizada
pela proteina B-Actina e calibrada pelas células KRAB-MC3T3-E1 (n=3). A proteina
B-Actina foi detectada usando o anticorpo primario anti-B-Actina (camundongo
monoclonal - 1:1000, Cell Signaling), seguido pelo secundario cabra-anti-
camundongo IgG (1:3000, Sigma-Aldrich).

3.2.4.6 Andlise da expresséao genica de integrina 3 por PCR em tempo real

Para detectar a expressao génica de integrina 3, o RNA total das células
gITGB3-MC3T3-E1 e KRAB-MC3T3-E1 foi extraido com o reagente Trizol
(Invitrogen) e a concentracdo de RNA foi determinada pela densidade éptica com o
comprimento de onda de 260 e 260:280 nm. O cDNA foi sintetizado usando 1 ug do
RNA total pela reacdo da transcriptase reversa (Kit High Capacity, Invitrogen-Life
Technologies), como descrito no capitulo anterior, secao 2.2.3. A reacédo de PCR em
tempo real foi realizada no Step One Plus Real-Time PCR (Thermo Fischer
Scientific) com TagMan® PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). As reacées
foram feitas em triplicata (n=3), usando 5 ul do TagMan Fast Advanced Master Mix,
0,5 ul de sondas TagMan® e 4,5 pl do cDNA (11,25 ng). A expressdo génica relativa
foi normalizada pela B-Actina e calibrada pelas KRAB-MC3T3-E1.

3.25 Efeito do silenciamento da integrina /A3 sobre a diferenciacdo

osteoblastica induzida pela superficie de Ti com nano e microtopografia

Baseado nas andlises para cada gRNA, nés selecionamos as células com a
maior eficiéncia de silenciamento para serem plaqueadas sobre as superficies de Ti-
Nano e Ti-Micro. As células KRAB-MC3T3-E1 e gITGB3-MC3T3-E1 foram contadas
e plaqueadas na densidade de 2x10* células/disco em placas de cultura de 24-
pocos (Corning Incorporated), contendo os discos Ti-Nano e Ti-Micro, e mantidas
em meio de crescimento por até 10 dias. Durante o periodo de cultura celular, as

células foram mantidas a 37°C e em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e
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95% de ar atmosférico. Aos 7 dias, foi avaliada a expressédo génica de Runx2, Sp7,
Alp, Oc, Bsp e Opn, por PCR em tempo real (n=3), e a expressao proteica de
RUNX2, por Western blot (n=3), como descritos no capitulo anterior, nas secdes
2.2.3 e 2.2.4, respectivamente. A proteina RUNX2 foi detectada com o anticorpo
primario anti-RUNX2 (coelho monoclonal, 1:1000 - Cell Signaling) e anticorpo
secundario cabra-anti-coelho 1gG (1:3000, Sigma-Aldrich). A expressao proteica de
RUNX2 nas células gITGB3-MC3T3-E1 foi normalizada pela proteina p-Actina e
calibrada pelas células KRAB-MC3T3-E1 (n=3). A proteina B-Actina foi detectada
com o0 anticorpo primario anti-p-Actina (camundongo monoclonal - 1:1000, Cell
Signaling), seguido pelo anticorpo secundario cabra-anti-camundongo IgG (1:3000,
Sigma-Aldrich). Além disso, aos 10 dias a atividade de ALP in situ foi avaliada por

Fast red, conforme descrito a seguir.

3.2.5.1 Andlise da atividade de fosfatase alcalina in situ por Fast red

Para detectar a atividade de ALP in situ, 1 ml da mistura de 1,8 mM Fast
Red-TR Salt (Sigma—Aldrich) e 0,9 mM Fosfato de Naphtol AS-MX (Sigma—Aldrich)
foram inseridos em cada poc¢o da placa de cultura com as células crescidas com
sobre Ti-Nano e Ti-Micro. As placas foram mantidas a 37°C em atmosfera
umidificada com 5% de CO, e 95% de ar por 30 minutos. Entdo a solugéo foi
removida e os discos de Ti secos em temperatura ambiente para avaliacdo da
fluorescéncia usando o microscopio Axio Imager M2 (Carl Zeiss, Géttingen, GO,
Alemanha). As imagens foram obtidas com a camera digital Axiocam MRm (Carl
Zeiss) e processadas usando o programa Adobe Photoshop CS5 Extended, versao
12.1 (Adobe Systems, San Jose, CA, EUA). Os valores foram obtidos pela
guantificacdo de pixels em trés areas selecionadas modo randémico em seis discos

de cada grupo Ti-Nano e Ti-Micro (n=18).

3.2.6 Efeito do silenciamento da integrina #3 na expressdo génica da integrina

aV de osteoblastos crescidos sobre o Ti com nano e microtopografia

Aos 7 dias, a expressao génica de integrina B3 e integrina aV foi avaliada
nas células KRAB-MC3T3-E1 e gITGB3-MC3T3-E1 crescidas sobre o Ti com nano e
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microtopografia, por PCR em tempo real (n=3), conforme metodologia descrita no

capitulo anterior, na secéo 2.2.3.

3.2.7 Efeito do silenciamento da integrina B3 na expressdo génica de
componentes das vias de sinalizacdo Wnt e BMP de osteoblastos

crescidos sobre o Ti com nano e microtopografia

Aos 7 dias, a expressao génica de alguns componentes da via de
sinalizacdo WNT, polipose adenomatousa coli (Apc), Axinl, p-Catenina, Ckel,
Frizzled 5 (Fzd5), glicogénio sintase quinase 3B (Gsk3b) e proteina fosfatase 2A
(Pp2a); e via de sinalizacdo da BMP, quinase tipo receptor da ativina 2 (Alk2),
receptor tipo 1A proteina 6ssea morfogenética (Bmprla), receptor tipo 2A da
proteina 6ssea morfogenética (Bmpr2a), Smadl e Smad4, foi avaliada nas células
KRAB-MC3T3-E1 e gITGB3-MC3T3-E1, crescidas sobre Ti-Nano e Ti-Micro, por

PCR em tempo real (n=3), como descrito no capitulo anterior, secéo 2.2.3.

3.2.8 Andlise estatistica

Os dados de expressao genica e proteica foram obtidos em triplicata (n=3).
Os dados da atividade de ALP in situ foram obtidos em trés campos escolhidos de
forma randomizada em seis discos de cada grupo (n=18). Os dados do PCR array
foram calculados no programa RT? Profiler PCR Array Data Analysis Software
(Qiagen) e o restante dos dados foram submetidos ao teste t Student utilizando o
programa SigmaPlot (Systat Software). O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p=<0,05).

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Expressao de genes relacionados a via de sinalizacdo das integrinas
Dos 87 genes avaliados, 10 foram positivamente regulados (modulagéao

>1,9-vezes, p<0,05) pelo Ti-Nano quando comparado com Ti-Micro, entre eles, 5

integrinas, 1 envolvido na sinalizagdo da proteina G, 1 envolvido na sinalizacdo da
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AKT/PI-3 guinase, 2 na sinalizacdo das quinases de adeséao focal e 1 receptor de

superficie (Tabela 2).

Tabela 2. Expressdo dos genes relacionados a via de sinalizacdo das integrinas regulados
positivamente (=1,9-vezes, p<0,05) em células-tronco mesenquimais crescidas sobre Ti-Nano e Ti-
Micro aos 3 dias

Gene Ti-Micro Ti-Nano Valor de p
Actb (B-Actina) 1 1 1
Integrinas

Itgal0 (Integrina alfa-10) 1 1,98 0,001
Itgall (Integrina alfa-11) 1 2,02 0,001
Itgal (Integrina alfa-L) 1 1,98 0,001
Itgam (Integrina alfa-M) 1 2,01 0,001
Itgb3 (Integrina beta-3) 1 2,02 0,001

Sinalizac&o por Proteina G

Pak3 (Serina/threonin-proteina kinase 3) 1 2,03 0,001
AKT / Sinalizagdo por PI-3-Quinase

Vavl (Proto-oncogene vav) 1 1,99 0,001
Sinaliza¢&o por Quinases de Adesédo Focal

Shc2 (SHC-transforming protein 2) 1 2,02 0,001
Prkcb (Proteina kinase C tipo beta) 1 4,01 0,001
Outros Receptores de Superficie Celular

Cav3 (Caveolina-3) 1 2,00 0,001

3.3.2 Eficiéncia do CRISPR/Cas9

NOs confirmamos a presenca da dCas9 nas células KRAB-MC3T3-E1 por
meio de avaliacdo do DNA gendémico e da expressao proteica (Figuras 9A e B,

respectivamente).
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Figura 9. Células da linhagem MC3T3-E1, subclone 14, expressando constitutivamente a dCas9-
KRAB (KRAB). DNA gendmico (A) e expressao proteica (B) da dCas9 em células KRAB-MC3T3-E1 e
MC3T3-E1.

Aos 3 dias ap0s a selecdo celular, a expressdo génica e proteica de
integrina B3 foi avaliada em culturas de células KRAB-MC3T3-E1 e gITGB3-MC3T3-
E1l. O gRNA mais eficiente reduziu aproximadamente 82% da expressdo génica de
integrina B3 (p=0,001, Figura 10A) e 83% a expressao proteica (p=0,013, Figura
10B).
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Figura 10. Eficiéncia do silenciamento da integrina 3 com CRISPR/Cas9. Expressédo génica (A) e
proteica (B) de integrina B3 aos 3 dias ap6s selecéo de células gITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-
MC3T3-E1 (KRAB). Os dados sado apresentados como média + desvio padrao (n=3) e 0s asteriscos
indicam diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05).
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3.3.3 Efeito do silenciamento da integrina A3 sobre a diferenciagdo
osteoblastica induzida pela superficie de Ti com nano e microtopografia

Sobre Ti-Nano, a expressdo génica de Runx2 (Figura 11A, p=0,001), Sp7
(Figura 11B, p=0,001), Alp (Figura 11C, p=0,001), Oc (Figura 11D, p=0,002), Bsp
(Figura 11E, p=0,001) e Opn (Figura 11F, p=0,005) bem como a expresséo proteica
de RUNX2, foram reduzidas ap6s o silenciamento de integrina B3 (Figura 12A,
p=0,001). Além disso, a atividade de ALP in situ foi reduzida em 81% ap0s o
silenciamento de integrina 33 (Figura 12B, p=0,018).
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Figura 11. Efeito do silenciamento da integrina B3 sobre a expressdo génica de marcadores
osteoblasticos em células crescidas sobre superficies de titdnio com nanotopografia (Ti-Nano).
Expressdo génica de fator de transcricdo relacionado ao runt (Runx2, A), osterix (Sp7, B), fosfatase
alcalina (Alp, C), osteocalcina (Oc, D), sialoproteina 6ssea (Bsp, E) e osteopontina (Opn, F) aos 7
dias em células gITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1l (KRAB). Os dados séao
apresentados como média + desvio padrao (n=3) e os asteriscos indicam diferengas estatisticamente
significantes (p<0,05).
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Figura 12. Efeito do silenciamento da integrina B3 sobre marcadores do fenétipo osteoblastico em
células crescidas sobre superficies de titanio com nanotopografia (Ti-Nano). Expresséo proteica do
fator de transcricdo relacionado ao runt 2 (RUNX2) aos 7 dias (A) e atividade de fosfatase alcalina
(ALP) in situ aos 10 dias (B) em células gITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1 (KRAB). Os
dados da expressao proteica de RUNX2 (n=3) e da atividade de ALP (n=18) sdo apresentados como
média * desvio padréo e os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

Sobre o Ti-Micro, a expressao génica de Runx2 (Figura 13A, p=0,013) e Bsp
(Figura 13E, p=0,001) foi aumentada, enquanto a expressao génica de Sp7 (Figura
13B, p=0,001) e Alp (Figura 13C, p=0,044) foi reduzida apés o silenciamento da
integrina B3. Além disso, a expressao génica de Oc (Figura 13D, p=0,200) e Opn

(Figura 13F, p=0,116) nao foi afetada pelo silenciamento da integrina 3.
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Figura 13. Efeito do silenciamento da integrina B3 sobre a expressdo génica de marcadores
osteoblasticos em células crescidas sobre superficies de titAnio com microtopografia (Ti-Micro).
Expressdo génica de fator de transcricdo relacionado ao runt (Runx2, A), osterix (Sp7, B), fosfatase
alcalina (Alp, C), osteocalcina (Oc, D), sialoproteina éssea (Bsp, E) e osteopontina (Opn, F) aos 7
dias em células gITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1 (KRAB).
apresentados como média + desvio padrao (n=3) e os asteriscos indicam diferengas estatisticamente

significantes (p<0,05).

O silenciamento da integrina B3 ndo afetou a expressao proteica de RUNX2

(Figura 14A, p=0,730), entretanto, reduziu em 60% a atividade de ALP in situ (Figura

14B, p=0,001).
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Figura 14. Efeito do silenciamento da integrina B3 sobre marcadores do fenotipo osteoblastico em
células crescidas sobre superficies de titdnio com microtopografia (Ti-Micro). Expressao proteica do
fator de transcricao relacionado ao runt 2 (RUNX2) aos 7 dias (A) e atividade de fosfatase alcalina
(ALP) in situ aos 10 dias (B) em células gITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1 (KRAB). Os
dados da expressao proteica de RUNX2 (n=3) e da atividade de ALP (n=18) sdo apresentados como
média + desvio padréo e o asterisco indica diferenga estatisticamente significante (p<0,05).

3.3.4 Efeito do silenciamento da integrina 3 na expressdo génica da integrina
aV de osteoblastos crescidos sobre o Ti com nano e microtopografia

Como o heterodimero integrina aVB3 é relevante no processo de
diferenciacdo osteoblastica (SCHNEIDER et al.,, 2001; SU et al.,, 2010), nés
avaliamos o impacto do silenciamento da integrina B3 na expressdo génica de
integrina aV de osteoblastos crescidos sobre Ti-Nano e Ti-Micro. Como esperado, 0
silenciamento da integrina B3 reduziu a expresséo génica da integrina 3 sobre a Ti-
Nano (Figura 15A, p=0,001) e sobre a Ti-Micro (Figura 15C, p=0,026). Além disso, 0
silenciamento da integrina 3 inibiu a expressao génica de integrina aV (Figura 15B,

p=0,008) sobre Ti-Nano, mas nao sobre Ti-Micro (Figura 15D, p=0,293).
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Figura 15. Efeito do silenciamento da integrina 3 sobre a expresséo génica da integrina aV (Itgav)
em células crescidas sobre superficies de titdnio com nanotopografia (Ti-Nano) ou microtopografia
(Ti-Micro). Expressdo génica de integrina B3 (Itgh3, A e C) e integrina oV (Itgav, B e D) em células
glITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1 (KRAB) aos 7 dias. Os dados sdo apresentados

como média + desvio padrdo (n=3) e os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significantes
(p=0,05).

3.3.5 Efeito do silenciamento da integrina f3 na expressdo génica dos

componentes da via de sinalizagdo Wnt e BMP de osteoblastos
crescidos sobre o Ti com nano e microtopografia

Considerando a intercomunicacao entre integrinas e as vias de sinalizacéo
de Wnt e BMP (LU et al., 2015; DEJAEGER et al., 2017), nés investigamos se 0
silenciamento da integrina 3 poderia afetar a expressao génica de componentes da
via de sinalizacdo de Wnt e BMP em osteoblastos crescidos sobre Ti-Nano e Ti-
Micro.

Para os componentes da via Wnt sobre a Ti-Nano, a expressao génica de
Apc (p=0,002), Axinl (p=0,007), B-Catenina (p=0,006), Ckel (p=0,002), Fzd5
(p=0,020), Gsk3b (p=0,001) e Pp2a (p=0,022) foi diminuida apés o silenciamento da
Itgh3 (Figura 16A), enquanto que, sobre a Ti-Micro, a expressao génica de Apc
(p=0,504), Axinl (p=0,505), B-Catenina (p=0,091), Ckel (p=0,828), Fzd5 (p=0,572),
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Gsk3b (p=0,465) e Pp2a (p=0,052) ndo foi afetada apds o silenciamento da Itgh3
(Figura 16B).

Resultados similares foram observados para os componentes da via BMP.
Sobre a Ti-Nano, a expresséo génica de Alk2 (p=0,004), Bmprla (p=0,006), Bmpr2a
(p=0,001), Smad1l (p=0,004) e Smad4 (p=0,027) foi diminuida apds o silenciamento
da Itgh3 (Figura 16C). Entretanto, sobre a Ti-Micro, a expressao génica de Bmpr2a
(p=0,045) foi diminuida, enquanto a expressao génica de Alk2 (p=0,794), Bmprla
(p=0,664), Smadl (p=0,623) e Smad4 (p=0,261) n&o foi afetada pelo silenciamento
da Itgb3 (Figura 16D).
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Figura 16. Efeito do silenciamento da integrina B3 sobre a expressdo génica de componentes das
vias de sinalizagbes de Wnt e de BMP em células crescidas sobre superficies de titdnio com
nanotopografia (Ti-Nano) ou microtopografia (Ti-Micro). Expresséo génica de polipose adenomatousa
coli (Apc), Axinl, p-Catenina, Ckel, Frizzled 5 (Fzd5), glicogénio sintase quinase 3p (Gsk3b) e
proteina fosfatase 2A (Pp2a) (A,C) e da quinase tipo receptor da ativina 2 (Alk2), receptor da proteina
O0ssea morfogenética tipo 1A (Bmprla), receptor da proteina 6ssea morfogenética tipo 2A (Bmpr2a),
Smadl e Smad4 (B,D) aos 7 dias em células glITGB3-MC3T3-E1 (gITGB3) e KRAB-MC3T3-E1
(KRAB). Os dados sédo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) e os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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3.4 DISCUSSAO

O Ti pode modular o comportamento de células e tecidos e modificacdes na
topografia de superficie representam uma excelente estratégia para melhorar a
osseointegracao (KARAZISIS et al., 2017; CHAPPUIS et al., 2018; ZHOU et al.,
2018). Neste estudo, demonstramos que a integrina B3 regula de diferentes
maneiras a interacdo entre osteoblastos e superficie de Ti dependendo da topografia
de superficie, com nano ou microtopografia (Figura 17A e B, respectivamente), com
efeito mais pronunciado sobre a nanotopografia. Além disso, nossos resultados
sugerem que o impacto do silenciamento da integrina 3 no potencial osteogénico
da nanotopografia pode ser decorrente de uma intercomunicagdo entre as vias de
sinalizacdes integrina/Wnt/BMP promovida por essa superficie de Ti.

A capacidade osteogénica torna a nanotopografia um modelo atraente para
investigacdo das vias de sinalizacdo desencadeadas por um microambiente
osteogénico para impulsionar o processo de osseointegracao (DE OLIVEIRA et al.,
2007; SILVA et al., 2017; SOUZA et al.,, 2018). Neste contexto, nosso grupo de
pesquisa jA mostrou que esta superficie é capaz de regular varios componentes da
maquinaria celular, incluindo as integrinas, no processo de inducao da diferenciacdo
osteoblastica (KATO et al., 2014; ROSA et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2016;
SOUZA et al., 2018).

O papel da sinalizagdo das integrinas na resposta de células ao Ti com
diferentes topografias tem sido investigado, mostrando a participagcdo de algumas
integrinas na diferenciacdo osteoblastica induzida por essas superficies (ROSA et
al., 2014; OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015; GUADARRAMA BELLO et al.,
2017; KWON et al., 2018). Em um estudo prévio, nés demonstramos que a
diferenciacdo osteoblastica de MSCs induzida pela nanotopografia foi drasticamente
reduzida pelo bloqueio das integrinas a181 (ROSA et al., 2014). No presente estudo,
observamos que a nanotopografia regulou positivamente a expressao das integrinas
al0, all, oL, aM e B3 comparada a microtopografia. Em geral, as integrinas a10,
a11, aL e aM medeiam varios mecanismos envolvendo o contato célula-célula e
célula-substrato em diferentes tipos celulares, incluindo leucécitos, fibroblastos e
osteoblastos, mas até entdo sem evidéncias de participacdo na diferenciacdo
osteoblastica (CORBI et al., 1988; PETER; O'TOOLE, 1995; ZHANG et al., 2002;
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BARCZYK et al., 2009; ENGEL et al., 2013). Por outro lado, o envolvimento da
integrina B3 na formacao 0ssea e na homeostase tem sido demonstrado em varios
estudos in vitro e modelos in vivo (VOISIN; MCNAMARA, 2015; SENS et al., 2017;
MOON et al., 2018).

O silenciamento da integrina B3 diminuiu a atividade da ALP e a
mineralizacdo da matriz extracelular em culturas de células MC3T3-E1 (SENS et al.,
2017). Em concordancia com esses achados, aqui demonstramos que o
silenciamento da integrina B3, através de uma nova ferramenta de edicao génica, o
CRISPR/Cas9, inibiu a diferenciacdo osteoblastica de células crescidas sobre Ti
com nanotopografia, como evidenciado pela reducéo da expressao génica de varios
marcadores 6sseos, bem como da proteina RUNX2 e da atividade de ALP. Ja em
células crescidas sobre superficie com microtopografia, o efeito negativo do
silenciamento da integrina B3 na diferenciacdo osteoblastica ndo foi tdo evidente,
uma vez que a expressao genotipica e fenotipica de marcadores osteoblasticos
aumentou, reduziu ou néo foi afetada pelo silenciamento da integrina 3. Juntos,
esses achados sugerem que a via de sinalizacdo desencadeada pela integrina 3 é
relevante para o potencial osteogénico da nanotopografia, mas ndo na
microtopografia. Nossa hipotese € suportada pela maior expressao de integrina 33
na superficie de Ti com nanotopografia e ndo influéncia de sua expresséo sobre Ti
com microtopografia, como também ja descrito por outros autores (RAZ et al., 2004;
ZHOU et al., 2014).

O complexo aVB3 tem sido amplamente discutido e relacionado a
diferenciacdo osteoblastica (SCHNEIDER et a., 2001; SU et al., 2010; DI
BENEDETTO et al., 2015). Neste estudo, observamos que o silenciamento da
integrina B3 resultou em uma concomitante diminuicdo da expressdo génica da
integrina aV em células crescidas sobre Ti com nanotopografia, mas ndo sobre a
microtopografia. Corroborando esses achados e a nossa observacdo do papel
fundamental da integrina B3 no potencial osteogénico da nanotopografia, tem sido
mostrado que o complexo das integrinas aVpB3 estd mais expresso em células
crescidas sobre superficies nanoestruturadas (GITTENS et al., 2014).

As integrinas podem estabelecer uma rede de sinalizagdo com as vias de
Wnt e BMP para mediar a diferenciacédo osteoblastica (LU et al., 2015). A inibicdo da

quinase ligada a integrina (integrin-linked kinase — 1lk), um componente da via das
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integrinas, reduziu as vias Wnt/B-Catenina e BMP/Smad, o que resultou na reducéo
da massa Ossea trabecular in vivo e inibiu a producdo de matriz colagena e a
mineralizacao in vitro (DEJAEGER et al., 2017). Em trabalhos prévios realizados por
Nosso grupo de pesquisa, vimos que o potencial osteogénico da nanotopografia esta
relacionado a uma modulacdo da via de sinalizacdo de BMP e de algumas
integrinas, como as al e B1; porém, a interacdo entre integrinas e outras vias de
sinalizacdo sobre essa superficie ainda ndo havia sido avaliada até o momento
(ROSA et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2015). A associacdo de nanomateriais
com BMP-2 exdgena aumenta a diferenciacédo osteoblastica por um mecanismo de
ativacdo da integrina B1 e inducdo da via de sinalizagcdo Wnt-3a (LU et al., 2015).
Aqui, nés observamos que o silenciamento da integrina 3 reduziu a expressao de
varios genes que codificam proteinas envolvidos em ambas as vias de sinalizagao
Wnt/B-Catenina e BMP/Smad em células crescidas apenas sobre o Ti com
nanotopografia. Desta forma, é possivel sugerir que o alto potencial osteogénico do
Ti-Nano se da, ao menos em parte, por sua capacidade de regular positivamente a
expressdo de integrina B3 e promover uma intercomunicacdo com as vias de
sinalizacdo de Wnt e de BMP a fim de criar um microambiente favoravel que leve a

diferenciacdo osteoblastica.
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Figura 17. Representacdo esquematica da participagdo da integrina B3 (ITGB3) na diferenciacéo
osteoblastica induzida pelo titAnio com nanotopografia (Ti-Nano, A) e pelo titAnio com microtopografia

(Ti-Micro, B).
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CONCLUSOES

e Os tratamentos empregados foram eficientes para a producdo de

superficies de Ti com topografias nas escalas nano e micrométrica.

e O maior potencial osteogénico do Ti com nanotopografia se deve, ao
menos em parte, a integrina aV, uma vez que seu silenciamento reduziu a

diferenciacéo osteoblastica induzida pela nanotopografia.

e A via de sinalizacdo ativada pela integrina B3 exerce um papel
fundamental no potencial osteogénico do Ti com nanotopografia, mas nao
do Ti com microtopografia. O silenciamento da integrina B3 reduziu a
diferenciacdo osteoblastica, concomitantemente com a regulacdo
negativa da expressao de varios componentes das vias de sinalizacdo de

Wnt e de BMP, apenas nas células crescidas sobre a nhanotopografia.

e Nossos resultados revelam um novo mecanismo para explicar a maior
diferenciacdo osteoblastica induzida pelo Ti com nanotopografia, que
envolve uma complexa rede regulatoria ativada pela maior expressao das
integrinas aV e B3, esta Ultima gerando ativacdo da transducao de sinal
das vias de Wnt e de BMP. A exploracdo desse mecanismo abre novas
possibilidades para o desenvolvimento de nanomateriais inteligentes
capazes de modular vias de sinaliza¢des especificas para controlar o

processo de osseointegracao.
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ANEXOS

Tabela Suplementar: Expressdo dos genes relacionados a via de sinalizagdo das integrinas
regulados positivamente (=1,9-vezes, p<0,05) em células-tronco mesenquimais crescidas sobre Ti-
Controle, Ti-Nano e Ti-Micro aos 3, 5 e 7 dias

Diferenca Relativa

Dia 3 Dia 5 Dia 7
Gene Micro Nano Controle  Micro Nano Controle Micro Nano
Actb 1 1 1 1 1 1 1 1
Integrinas
Itgal0 1,97 3,97 3,93
ltgall 2,02 2,00 4,03 1,98 1,98
Itgal 0,49 2,00 0,98
Itga2b 0,49 0,49 0,49 0,49
Itga2 4,03 0,50 0,33 0,50
Itga3 0,49 0,49 0,24 0,50
Itgad 2,39 2,38
Itgab 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
ltgab 0,41 0,49
Itga7 2,01 2,01 2,01 1,99 8,08 1,98 4,04
Itga8 0,49 1,98 0,48
Itgal 0,50 0,24 0,49 4,01 0,24 4,02
Itgav 2,01 1,96 1,99 2,00
Itgax 0,49 3,94 0,48 1,96
Itgbl 2,01 0,98
Itgh2 0,4987 0,49 2,00
Itgh3 2,01 2,02
Itgh4 1,99 1,97 1,98
Itgb5 2,02 2,01 2,01
Itgh6 1,99 4,00 3,98
Sinalizacdo da quinase de ligacdo da integrina
Aktl 0,49
Akt3 2,00 1,99 1,98 1,98
Ik 0,49
Sinalizagéo da quinase AKT/PI-3
Pdpk1 2,00 1,98 2,00
Pip5klc 1,99 1,99
Ctnnbl 0,49
Gsk3p 2,00 1,99 2,00
Proteinas de regulacé&o e do citoesqueleto
Dst 2,01 2,01 1,99 2,01 1,99 4,01 1,99 4,00
Plec 0,49
Tinl 2,02
Tns2 1,99 2,01 2,00
Tns4 2,00 1,99 1,98
Vasp 0,49 1,00 0,24 0,49
Vcl 0,50 0,49
ZyX 0,49
Proteinas de ligagdo da actina
Actnl 0,49 0,49 0,49 0,49 0,24 0,49
Actn3 3,01
Flna 0,48 0,48 0,49 0,24 0,49
Flnb 0,49
Diaphl 2,01
Parva 0,99
Outros receptores da superficie celular
Cavl 0,48
Cav2 2,00 1,99 1,98
Cav3 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,41 0,49

Continua
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Sinalizag&o da proteina G

Arhgap5 1,99 1,98 4,02 3,95 3,95
Braf 1,99 1,95 1,97
Cdc42 2,01 0,98
Crk 2,01

Fyn 2,00 0,98 2,00
Hras 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
Pak1 2,01 2,00

Pak3 2,02 1,98 2,02 1,98 4,02 3,95 4,01
Pak4 0,49 0,49 0,49 0,24 0,50
Rac2 0,49 4,02 4,02
Rapla 1,99 1,99 1,99
Rapgefl 0,49

Rasgrfl 2,01 1,98 1,99
Rhoa 2,04 2,02 2,03 2,03
Rock1l 2,00 0,97 1,96 1,99 1,97 3,99
Rock2 2,02 2,01 2,01 1,99 2,01
Shcl 2,00 0,98
Shc2 2,02 2,01 4,04 2,00 1,99
Sosl 2,03 2,01 1,99 2,00 2,00 4,04 4,01 4,04
Sos2 3,01 2,97 2,98
Sinaliza¢do das quinases de adeséo focal

Bcarl 0,49 0,49 0,49
Capn2 2,03 2,02 2,01 2,02
Prkca 2,02 2,01 2,01 2,01 2,01 2,01 1,98 2,00
Prkcb 0,50 2,01 2,00 0,50 8,08 8,07
Prkcg 3,99 1,99 3,96
Pten 1,99 2,01 4,03 4,00 4,02
Ptk2 2,00 2,01
Src 0,99
Outros genes

Sost 0,12

Bmp2 1,98 0,98
Bmp4 0,49 0,49 1,99 0,49 15,83 7,83 15,68
Dkk1 0,50 0,49 0,49 0,49 0,16 0,20 0,12
Mapkl1 0,98
Mapk3 2,01 1,99 2,00

As integrinas selecionadas para o silenciamento estéo salientadas em cinza. Os dados da expressao
génica relativa foram normalizados pelo grupo controle aos 3 dias (valor igual a 1) ndo apresentado
na tabela.
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ComissAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COM'SSAO DE ET'CA NO USO DE ANlMAlS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o Protocolo n° 2014.1.796.58.7 sobre a pesquisa intitulada
“Participagdao de integrinas na diferenciagdo osteoblastica de células-tronco
mesenquimais induzida por superficies de titinio com micro e nanotopografia”, sob
a responsabilidade do Prof. Dr. Marcio Mateus Beloti, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, USP, foi APROVADO em reunido da

CEUA de 17/09/2014 (totalizando 15 animais).

We hereby certify that the protocol n® 2014.1.796.58.7 regarding the research
entitled “Role of Integrins on the Osteoblast Differentiation of Mesenchymal
Stem Cells Induced by Titanium Surfaces with Micro and Nanotopography”,

under the responsibility of Prof. Dr. Marcio Mateus Beloti, is in accordance with the Ethical
principles in animal research adopted by the Animal Research Ethics Committee of the
School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil, and was approved

in 17/09/2014 (totalizing 15 animals).

Ribeirdo Preto, 17 de setembro de 2014.

Profa. Dra. Andiara De Rossi Daldegan
Coordenadora da CEUA — FORP/USP

CEUA- FORP/USP 1
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ANEXO B

Producéao cientifica durante o Doutorado:

Artigos publicados em periodicos

SOUZA ATP, FREITAS GP, LOPES HB, FERRAZ EP, OLIVEIRA FS, BELOTI MM,
ROSA AL (2018) Effect of cell therapy with allogeneic osteoblasts on bone repair of
rat calvaria defects. Cytotherapy. Doi: 10.1016/j.jcyt.2018.06.010 [Epub ahead of
print].

ABUNA RPF, OLIVEIRA FS, RAMOS JIR, LOPES HB, FREITAS GP, SOUZA ATP,
BELOTI MM, ROSA AL (2018) Selection of reference genes for quantitative real-time
polymerase chain reaction studies in rat osteoblasts. J Cell Physiol. Doi:
10.1002/jcp.26886 [Epub ahead of print].

FREITAS GP, LOPES HB, ALMEIDA ALG, ABUNA RPF, GIMENES R, SOUZA LEB,
COVAS DT, BELOTI MM, ROSA AL (2017) Potential of osteoblastic cells derived
from bone marrow and adipose tissue associated with a polymer/ceramic composite
to repair bone tissue. Calcif Tissue Int. 101:312-320.

SILVA HF, ABUNA RPF, LOPES HB, FRANCISCHINI MS, DE OLIVEIRA PT, ROSA
AL, BELOTI MM (2017) Participation of extracellular signal-regulated kinases 1/2 in
osteoblast and adipocyte differentiation of mesenchymal stem cells grown on
titanium surfaces. Eur J Oral Sci 125:355-360.

LOPES HB, FERRAZ EP, ALMEIDA ALG, FLORIO P, GIMENES R, ROSA AL,
BELOTI MM (2016) Participation of microRNA-34a and RANKL on bone repair
induced by poly(vinylidene-trifluoroethylene)/barium titanate membrane. J Biomat
Sci-Polym E 13: 1369-79.
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ROSA AL (2016) Effect of surface nanotopography on bone response to titanium
implant. J Oral Implantol 42: 240-247.
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HB, de OLIVEIRA PT, HASSAN MQ, ROSA AL, BELOTI MM (2016) Titanium With
nanotopography induces osteoblast differentiation by regulating endogenous bone
morphogenetic protein expression and signaling pathway. Journal of Cell
Biochemistry 117: 1718-1726.

HEAIR HM, KEMPER AG, ROY B, LOPES HB, RASHID H, CLARKE JC, AFREEN
LK, FERRAZ EP, KIM E, JAVED A, BELOTI MM, MACDOUGALL M, HASSAN M
(2015) MicroRNA-665 Regulates dentinogenesis through microRNA-mediated
silencing and epigenetic mechanisms. Mol Cell Biol 35:3116-30.
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Artigos enviados para publicagéo
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ROSA AL, BELOTI MM (2018) Participation of integrin <beta>3 in osteoblast
differentiation induced by titanium with nano or microtopography. Acta Biomaterialia.
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COELHO PG, BELOTI MM, ROSA AL (2018) Cell Therapy: Effect of locally injected
mesenchymal stem cells derived from bone marrow or adipose tissue on bone
regeneration of rat calvaria defects. J Bone Miner Res.

Resumos publicados em anais de congressos

ROSA AL, FREITAS GP, LOPES HB, BELOTI MM (2018) Cell therapy strategy for
enhancing bone repair. In: 10th World Congress and Expo on Cell & Stem Cell
Research 2018, New York City. Journal of Cell Science & Therapy. New York City:
Atem Cell Research 9:67-67.

FREITAS GP, LOPES HB, DE ALMEIDA AL, SOUZA GL, SIESSERE S, BELOTI
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conditions. In: Academy of Dental Materials Annual Meeting 2017, Nuremberg.
Dental Materials 33:e34.
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