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Resumo

Eventos como fosforilacdo e desfosforilagao estao presentes nos
processos de crescimento e diferenciacao celular. As proteinas tirosina
fosfatases estdo envolvidas nestes processos. Estas enzimas sao encontradas
em animais, plantas e ocorrem em diversas formas, diferindo no peso molecular,
substrato especifico e sensibilidade a inibidores.

As enzimas que possuem baixo peso molecular (entre 18-20 KDa),
hidrolisam p-nitrofenilfosfato e sdo sensiveis ao p-hidroximercuribenzoato sé&o
chamadas como proteinas tirosina fosfatases de baixo peso molecular relativo
(PTP-BMr) ou fosfatases acidas.

Varios dados sugerem que tipos de células de osso, como osteoblastos,
podem expressar esta enzima ativa. Aqui, culturas de osteoblastos derivadas da
medula removida do fémur de rato foram investigadas para padronizar a
metodologia de obtencao da PTP-BMr. A expressao e atividade catalitica desta
enzima em diferentes estagios de crescimento de osteoblastos também foram
verificadas. Foi observado que sao necessarios de 16-19 dias de cultura para
obter maiores niveis de atividade da PTP-BMr em extrato citoplasmatico.

O nivel de expressao do gene da PTP-BMr foi determinado por PCR em
tempo real e uma maior quantificacao de RNAm foi obtida em 16 dias de
crescimento de osteoblasto.

A caracterizagcdo bioquimica parcial confirma uma banda de atividade em
gel de poliacrilamida com peso molecular de 17,6 KDa, e pH ¢6timo de 5,5. A
hidrolise do p-nitrofenilfosfato demonstra uma pequena cooperatividade relativa
(n=1,2) com KO,5= 0,12 e Vmax= 3,5U/mg. Esta atividade foi fortemente inibida
(60 a 75%) por molibdato de amédnio (10mM); fosfato de sodio (10mM);
ortovanadato de soédio (10uM) e p-hidroximercuribenzoato de sodio (10mM).
Estas propriedades sao tipicas desta classe.

A interacao entre osteoblastos e diferentes superficies pode ativar ou
desativar genes. Este presente projeto investigou se a interagao com superficie

de titAnio pode modificar o perfil de atividade da PTP-BMr.



Quando em presenga de uma superficie de titanio ha um maior aumento
na atividade catalitica do que nos niveis de RNAm da PTP-BMr o que sugere
uma estimulagdo da enzima a qual pode estar auxiliando no processo de

formacao dssea.



Abstract

Events as phosphorilation and desphosphorilation are experienced in cell
growth and differentiation processes. Tyrosine phosphatases proteins are
involved in these processes. These enzymes are found in animals, plants and
occur in multiple forms, differing in relative molecular weight, substrate specificity
and sensitivity to inhibitors.

The enzymes that have low molecular weight (between 18-20KDa),
hydrolize p-nitrophenilphosphate and are sensible to p-hidroximercuribenzoate
are known as low molecular weight relative tyrosine phosphatase proteins (PTP-
LMWr) or acid phosphatase.

Several data suggest that bone cell types, such as osteoblasts, may
express this enzyme activity. Here, osteosblast cultures derived from medulla
removed from rat femur were investigated to standardize the methodology of
PTP-LMW obtainment. The expression and the catalytic activity of this protein in
different stages of osteoblast growth were checked as well. It was observed that
16-19 culture days are necessary to obtain greater levels of activity of PTP-LMW
in the cytoplasmatic extracts.

The gene expression level of PTP-LMW was determined by quantitative
real-time PCR, and a greater quantity of mRNA was observed within sixteen
days of osteoblast growth.

The partial biochemistry characterization confirms a single active band in
poliacrilamide gel with molecular weight of about 17.6KDa, and a pH-optimum
around 5.5. p-nitrophenilphosphate hydrolysis shows a small cooperative
behavior (n=1.2) with K0.5=0.12mM and Vmax=3.5U/mg. This activity was
strongly inhibited (about 60-95%) by ammonium molybdate (10mM); sodium
phosphate (10mM); sodium orthovanadate (10uM) and sodium p-
hydroximercuribenzoate (10mM). These properties are typical for this enzyme

class.
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The interaction between osteosblast and different surfaces can activate or
deactivate genes. This present project investigated if the interactions with
titanium surface can modify the profile of the PTPs-LMW's activity.

Experiments demonstrated growth in both enzymatic activity and gene
expression level of PTP-LMW. Therefore, the presence of the titanium surface
stimulated the production of the PTP-LMW and helped in the process of bone

formation.
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1. Introducao

1.1 Aspectos gerais

Muitas vias de sinalizagdo sao reguladas por fosforilacdo e
desfosforilagc@o de proteinas. A adigcdo ou remogao de um radical fosfato, a uma
proteina resulta na alteracdo da sua conformacgao espacial (estrutura terciaria).
Logo, a adicéo desta carga eletronegativa promove a modificagao da fungao da
proteina, podendo, ativa-la ou desativa-la (Queiroz, 2000).

As proteinas tirosina quinases (PTKs) e as proteinas tirosina fosfatases
(PTPs) sdo mediadores essenciais da regulagao celular, mantendo um nivel
estavel de proteinas fosforiladas em tirosina, influenciando, deste modo, o
estado funcional da célula (Morrison et al., 2000).

As PTKs catalisam a fosforilagao de residuos de tirosina, enquanto as
PTPs s&o hidrolases que utilizam como substrato fosfomonoésteres. O balang¢o
entre fosforilagao e desfosforilacdo de proteinas € a base para o controle de
diversos eventos biologicos disparados por efetores extracelulares como
hormdnios, mitégenos, carcinégeno, citocinas, neurotransmissores, substancias
ou metabdlitos toxicos ou por sistemas de mensageiro secundario (Aoyama et
al., 2003).

A regulagao dinamica do controle da proliferagao celular necessita de um
efeito reciproco entre PTKs e PTPs especificas para que se estabeleca o
equilibrio na atividade destas duas enzimas através de suas agdes opostas
(Chengalvala et al., 2001).

A adicdo ou remocgao de um grupamento fosfato de uma proteina pode
gerar um reconhecimento para interacao proteina-proteina e, o mais importante,
modular a atividade de enzimas (Aoyama et al., 2003).

Nas vias de sinalizagao reguladas por fosforilacao e desfosforilagao de
proteinas, PTKs, PTPs e seus substratos correspondentes, sao integrados em
vias de sinalizagdo de processos de transducdo de sinal que sao essenciais

para a regulacao do crescimento celular, diferenciagcdo, metabolismo, ciclo
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celular, comunicacéo célula-célula, migracao celular, transcricado de gene,
atividade de canal i6nico e resposta imune (Zhang, 2001).

Portanto, as proteinas tirosina quinases (PTKs) e as proteinas tirosina
fosfatases (PTPs) sao mediadores essenciais da regulagao celular, mantendo
um nivel estavel de proteinas fosforiladas em tirosina, influenciando, deste
modo, o estado funcional da célula e participando do controle da ativacao,
proliferacéao e diferenciagcao celular (Krebs, 1996; Mauro et al., 1996; Hunter,

1998; Morrison e Mauro, 2000; Chiarugi et al., 2005).
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1.2 Patologias

Defeitos ou alteragcées das vias de sinalizacdo que envolvem PTPs e
PTKs levam a fosforilagao inapropriada o que contribui para o desenvolvimento
de muitas doengas, incluindo cancer, diabetes, inflamacédo e doencas
neurodegenerativas (Zhang, 2001, 2002; Zhang et al., 2002; Cheng et al.,2002;
Van Huijsduijnen et al., 2002; Chiarugi et al., 2004; Malentacchi et al., 2005;
Maccari et al., 2007; Pandey et al., 2007).

A desregulacao no balango da fosforilagao leva a transformagao celular.
A PTEN (uma PTP) tem sido identificada como uma proteina supressora de
tumores, ela atuaria inibindo a fosforilacdo de quinases ativadas por fatores de
crescimento (Hlobilkova et al., 2003).

Em uma transformagdo oncogénica ou estimulacdo de fatores de
crescimento o nivel de proteinas fosforiladas em tirosina aumenta de 1 a 2%
(Aoyama et al, 2003). Algumas PTP-BMr s&o marcadores tumorais,
macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos
bioldégicos, cujo aparecimento e/ou alteragbes em suas concentragdes estdo
relacionados com a génese e o crescimento de tumores. A fosfatase acida
prostatica (PAP) foi o primeiro marcador tumoral a ser utilizado no cancer de
prostata. Os niveis sangulineos da PAP sao normais nos tumores localizados e
tendem a se elevar quando a doenga esta fora dos limites da prostata
(metastase) (Almeida et al., 2007).

O receptor de insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento que tém atividade tirosina intrinsica. Apds a ligacéo da insulina, o
receptor sofre autofosforilagao em multiplos residuos de tirosina. Isto resulta na
ativagao do receptor da quinase e conseqlientemente fosforilagcao em tirosina de
uma familia de substratos do receptor de insulina. De forma similar a outros
fatores de crescimento, a insulina usa a fosforilacdo e interagbes proteina-
proteina como ferramenta essencial para transmitir o sinal do receptor em
direcao ao efeito celular final, tais como translocagao de vesiculas contendo

transportadores de glicose do “pool” celular para a membrana plasmatica,
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ativagcao da sintese de glicogénio e de proteinas, e transcricdo de genes
especificos (Carvalheira et al., 2002; Bottini et al., 2002).

A acao da insulina a atenuada por proteinas tirosina fosfatases que
catalisam a rapida desfosforilagdo do receptor de insulina e de seus substratos o
que leva a um ‘feedback” negativo na sinalizagao insulinica e podem provocar
resisténcia a insulina (Carvalheira et al., 2002; Bottini et al., 2002). A fosforilagéo
em tirosina é critica para a absorgao de glicose e para o metabolismo em tecidos
sensiveis a insulina (Nystrom e Quon, 1999; Cheng et al., 2002; Johnson et al.,
2002; Van Huijsduijnen et al., 2002; Pandey et al., 2007).

Nos linfécitos, as proteinas fosfatases tém auxiliado na elucidagao de
varios eventos celulares dependentes de fosforiagdo e desfosforilagdo como a
ativacao destas celulas provocadas por diversos efetores extracelulares. Os
leucocitos expressam uma grande variedade de proteinas fosfatases citosodlicas
e transmembranares. Os linfécitos apresentam duas importantes proteinas
fosfatases que participam de respostas imunes que sao a CD45 (antigeno
comum leucocitario) e a PP2B (calcineurina), importantes na ativagao linfocitaria.
Elas participam da transducao de sinal que culmina com a producao de IL-2 que
€ uma importante citocina na proliferacao dos linfécitos (Brito et al., 2005; Bottini
et al., 2002).

Estudos recentes sobre o mal de Alzheimer tem demonstrado relages
com fosforilagbes inapropriadas devidas alteracdo na atividade de PTPs e/ou
PTKs. Eles sugerem que a reducao na atividade da PTP-BMr pode estar
relacionada com o fosforilagdo aberrante no paciente com mal de Alzheimer
(Shimohama, 2004).

As PTPs representam um novo alvo molecular para o desenvolvimento de
medicamentos. A inibicao de PTPs especificas pode ser usada na medicina para

o tratamento e cura de doengas (Zhang, 2001).
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1.3 Proteinas tirosina fosfatases (PTPs)

1.3.1 Estrutura

As Proteinas tirosina fosfatases (PTPs) constituem uma superfamilia
composta por mais de 70 enzimas que, apesar de apresentarem pouca
homologia entre seus membros (Fauman e Saper 1996; Zabell et al., 2006),
compartiiham uma seqUéncia padrao de aminoacidos no sitio ativo constituida
por uma cisteina e uma arginina, separadas por cinco residuos de aminoacidos
e abreviadas como CXsR, onde X pode ser qualquer aminoacido. Todas as
PTPs possuem mecanismo catalitico idéntico (Chiarugi et al., 2000), com
residuos de aminoacidos do sitio ativo localizado no fundo de uma bolsa,
circundado pelos diferentes residuos de aminoacidos que sao responsaveis por
suas propriedades cinéticas caracteristicas e especificidade por seus diferentes
substratos (Jia et al., 1995; Granjeiro et al., 2002).

a)-sitio ativo HPTP- B, uma PTP-BMr humana b)-seqiiéncia de aminoacidos

caracteristica (Zabell et al., 2005).



1.3.2 Mecanismo catalitico

Estudos cinéticos, mutacao sitio dirigida e identificacao das estruturas das
PTPs permitiram identificar a cisteina, arginina e a asparagina como residuos
extremamente importantes para a catalise. A cisteina atua como nucledfilo na
formacao de um intermediario tiofosforil. O residuo de arginina tem a fungao de
se ligar ao substrato, estabilizando o estado de transicao. Tanto a etapa de
formacao do complexo fosfoenzima, quanto a sua hidrélise sdo auxiliadas pelo
acido aspartico presente no sitio ativo (Zabell et al., 2006; Aoyama et al., 2003).

A presenca da cisteina no sitio ativo € responsavel pela caracteristica
comum das PTPs que ¢é de serem inibidas pelo pervanadato, p-
hidroximenrcuribenzoato e outros agentes oxidantes. A oxidagao reversivel da
PTP € um mecanismo de regulacao da atividade desta enzima. A primeira
oxidacao produz &acido sulfénico, novas oxidacbes deste produto levam a
producédo dos acidos sulfinico e sulfénicos que sao produtos de oxidacdes
irreversiveis (Ayoama et al., 2003).

O residuo de cisteina presente no sitio catalitico tambem pode participar
de outro mecanismo de regulagdo reversivel que &€ a formacao de pontes
dissulfeto. A oxidacao tem sido identificada como um regulador negativo. Apés a
estimulagcao de varios receptores tirosina quinase (RTKs) incluindo os receptores
para fatores de crescimento de plaquetas, epidermal, insulina e fator de
crescimento de fibroblasto (Ayoama et al., 2003).

Foi demonstrado por estudos in vivo que a proteina tirosina fosfatase de
baixo peso molecular (PTP-BMr) é inativada por H,O» via oxidagao das Cys 12 e
17, essenciais para a catalise, formando uma ponte dissulfeto. Experimentos de
espectroscopia por fluorescéncia sugerem que a estrutura tridimensional da
enzima é modificada durante a oxidacao por H>O.. Pelo fato da concentragao
fisiolégica de H>O> produzir inativagao da PTP-BMr, considerando que a
atividade é restaurada pela redugcao com tiois de baixo peso molecular, propde-

se que condicbes de estresse oxidativo e outros processos que produzem
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peroxido de hidrogénio regulam a PTP-BMr na célula (Caselli et al., 1998; Xing
et al., 2007)).

Em resposta a estimulos do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), através de reacdes redox reversiveis, ha o controle da atividade das
PTPs-BMr.

Fiaschi e colaboradores (2001) sugerem que a atividade PTP-BMr seja
modulada por acdo de PDGFs, ja que a PTP-BMr sai do seu estado reduzido

para o oxidado apds estimulo por este fator de crescimento (Raugei et al., 2002).

1.3.3 Classificacao

As PTPs, baseando-se nas suas fungdes, estrutura e seqUéncia, podem

ser classificadas em quatro classes principais:

1. Proteinas tirosina fosfatases especificas;
2. PTPs duais;
3. PTPs Cdc25;

4. PTPs de baixa massa molecular relativa;

As proteinas tirosina fosfatase especificas hidrolisam residuos de tirosina
e apresentam alta massa molecular relativa. Todas apresentam um dominio
catalitico de aproximadamente 240 residuos de aminoacidos, sendo 71 dos
quais sao altamente conservados. Esta familia € subdividida em dois grupos, do
tipo receptor e do tipo citoplasmatico. As estruturas cristalinas relatadas deste
grupo apresentam 7 3 folhas e 8 a hélices. O alto grau de similaridade entre
estas diferentes PTPs sugerem que os membros deste subgrupo sejam muito
parecidos (Ayoama et al., 2003).

As proteinas tirosina fosfatase com dupla especificidade (duais) s&o
capazes de hidrolisar monoésteres de peptideos contendo fosfotirosina e

fosfoserinaltreonina, possuindo mais afinidade pela fosfotirosina. Esta
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capacidade dual parece estar associada a menor profundidade do sitio ativo
gquando comparada para as PTPs especificas (Ayoama et al., 2003).

As Cdc25 sdo PTPs duais relacionadas com o controle do ciclo celular.
Encontram-se associadas com ciclinas e sao fase-especificas durante o ciclo
celular (Fauman e Saper, 1996).

A classe de PTPs que compreende enzimas caracterizadas pela massa
molecular reduzida apresentando peso aproximado de 18-20 KDa (Granjeiro et
al., 1997a; Chiarugi et al., 2000), anteriormente conhecidas como fosfatases
acidas nao lisossomais de baixa massa molecular (Buzalaf et al., 1998, Taga e
Van Etten, 1982), hoje sao denominadas proteinas tirosina fosfatases de baixa
massa molecular (PTP-BMr) e estdo onipresentes na natureza.

O papel biolégico das PTP-BMr e fosfatases acidas era completamente
desconhecido ate 1985, quando Chernoff e Li (1985) relataram que a fosfatase
acida de baixo peso molecular apresentava atividade fosfotirosina. O primeiro
relato acerca dos possiveis substratos fisiolégicos da PTP-BMr ocorreu em
1989, quando Ramponi e colaboradores (1989) observaram que a PTP-BMr do
figado bovino desfosforilava eficientemente in vifro o receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFr). A PTP-BMr também esta envolvida no controle
da via de sinalizacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).
Sao estruturalmente diversas incluindo a tipo citoplasmatica e a tipo receptor
com capacidade de transmitir sinais controlando diversos processos celulares
(Fauman e Saper, 1996).

Elas nao compartilham nenhuma homologia de seqUéncia com qualquer
outra PTP, exceto pelo padrao do sitio ativo e mesmo mecanismo catalitico
(Fauman e Saper, 1996).

Um importante membro das PTPs-BMr ¢ a PTP osteotesticular (PTP-
OST). Originalmente isolada de osteoblasto de ratos recém-nascidos, esta
proteina exibe uma alta expressédo em ossos, testiculos e ovarios (Morrison e
Mauro, 2000).
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1.4 Biomineralizacao

1.4.1 Tecido 6sseo

O tecido dsseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea (Junqueira e Carneiro,
2004).

As células sdo os ostedcitos que se situam em cavidades ou lacunas no
interior da matriz. Sao importantes para a manutencao da matriz e sua morte e
seguida de reabsorgao ¢ssea. Prolongamentos dos ostedcitos vizinhos permitem
contato através de jungdes e o fluxo intercelular de ions e moléculas pequenas
(Junqueira e Carneiro, 2004).

Os osteoclastos séo células moveis gigantes e ramificadas. Elas secretam
acidos, colagenase e outras enzimas que atacam a matriz 6ssea e liberam Ca*".
Eles também participam da eliminacdo dos restos de tecidos ésseos que se
formam durante a reabsor¢ao do osso (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os osteoblastos sé&o células que sintetizam a parte orgénica da célula
(colageno tipo I, proteoglicanas, e glicoproteinas) da matriz 6ssea. S&o capazes
concentrar fosfato de calcio, participando da mineralizagao da matriz (Ducy et
al., 2000; Kogianni e Noble, 2007).

O processo de biomineralizagdo consiste no acumulo de mineral
constituido principalmente por ions de fosfato e calcio que formam um sal de
fosfato de calcio, cuja estrutura possui uma forma muito semelhante a da
hidroxiapatita (Glimcher, 1987).

Portanto, a parte inorganica do osso, que corresponde a 50% da matriz
ossea contéem principalmente os ions fosfato e calcio que formam cristais
(Glimcher, 1987).

A parte organica da matriz que é formada por fibras coldgenas e
substancias amorfas que contém proteoglicanas e glicoproteinas (Ducy et al.,
2000; Kogianni e Noble, 2007).
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1.4.2 Caracteristicas anatémicas de ossos longos

As superficies internas e externas dos ossos sao recobertas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo que formam o enddsteo e o peridsteo. Este
revestimento & essencial para a manutencao do tecido ésseo, pois areas de
reabsorcao 0ssea aparecem nos locais que perderam o revestimento (Carano e
Filvaroff, 2003).

Para atender as condi¢gdes diferentes ha variedades de tecido 6sseo. Nos
0ssos longos, as extremidades ou epifeses sdo formadas por 0sso esponjoso
com uma camada superficial compacta. A diafise (parte cilindrica) € quase
totalmente compacta, com pequena quantidade de osso esponjoso em sua parte
profunda.

As cavidades do osso esponjoso e o canal medular da diafise dos ossos

longos sao ocupados pela medula éssea (Junqueira e Carneiro, 2004).
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1.4.3 Formacao 6ssea

Existem dois tipos de tecidos 6sseos, o imaturo ou primario, e o maduro
ou secundario. O tecido primario é formado e substituido gradualmente pelo
secundario que é organizado com fibras colagenas dispostas em lamelas.

O tecido ¢6sseo é formado por um processo chamado de ossificacao
intramembranosa, que ocorre no interior da membrana conjuntiva, ou pelo
processo de ossificacdo endocondral. A ossificacao endocondral tem inicio com
uma peca de cartilagem que sofre modificagbes. Hipertrofia dos condrécitos,
diminuicdo da matriz cartilaginosa, finas lacunas, mineralizagao e morte dos
condrocitos. Pode ocorrer outra forma com a invasao de cavidades ocupadas
por condrocitos por capilares sanguineos e células osteogénicas que se
diferenciam em osteoblastos que depositam matriz 6ssea sobre lacunas de
cartilagem calcificada (Loveridge e Farquharson, 1993; Gerber e Ferrara, 2000;
Farquharson e Jefferies, 2000).

Na ossificagao intramembranosa o processo tem inicio pela diferenciacéo
de células mesenquimais que se transformam em grupos de osteoblastos. Estas
sintetizam ostedide (matriz ainda n&o-mineralizada) que se mineraliza
englobando osteoblastos que se transformam em osteécitos. Como varios
desses grupos surgem quase simultaneamente no centro de ossificacdo, ha
confluéncia das traves 0sseas, dando ao osso um aspecto esponjoso. Entre as
traves formam—se cavidades que sao penetradas por vasos sanguineos. Com
esses vasos penetram celulas mesenquimatosas que irdo dar origem a medula
ossea (Freemont, 1993).

O processo de ossificagcdo mediado por osteoblastos (na formacao dos
ossos chatos) ou por odontoblastos (na formagao do dente) e claramente distinto
daquele que ocorre na calcificagcao da cartilagem epifisaria (a partir de um
modelo cartilaginoso), que € mediada por condrécitos hipertréficos. A natureza
das células da matriz proteica e da interacao entre a deposicao de mineral e
matriz protéica sao claramente diferentes. Nao obstante, em todos esses

sistemas existe um fator comum que é a viabilizagdo do processo de
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mineralizacao (Boskey, 1981; Wuthier, 1982, 1986; Watt, 1986; Blumenthal,
1989; Poole et al., 1989; Koboki et al., 1989; Freemont, 1993; Pizauro et al.,
2002; Anderson et al., 2005).

Durante a proliferacéo e diferenciacdo de osteoblastos em cultura ha uma
expressao ordenada de genes que caracterizam o processo em trés estagios:
proliferacéo, maturagao e mineralizagao (Chengalvala et al., 2001).

Os osteoblastos derivados de calvaria de ratos recem-nascidos proliferam
ativamente em cultura durante os primeiros dias devido a alta expressao de ciclo
celular e a genes reguladores do crescimento celular. Durante a maturacao, as
celulas expressam proteinas que definem o fenétipo da célula dssea, incluindo
fosfatase alcalina, osteopontina e osteocalcina. As células, entdo, progridem
para o estagio de mineralizagao, ocorrendo a deposicao de minerais, resultando
na formagao de nodulos mineralizados (Chengalvala et al., 2001, Owen, 2001).

A progressao do crescimento e diferenciacdo de osteoblastos em cultura
é fortemente regulada, mas pode ser modificado por varios horménios e fatores
de crescimento, o que transforma este sistema celular em um modelo
particularmente adequado para o estudo da mineralizagao bioldgica.

Varios fatores de crescimento, quando se ligam aos receptores, ativam
uma cascata de eventos envolvendo fosforilagdo de residuos de tirosina de
receptor e de outros substratos, esses sinais sao, portanto, dependentes de
fosforilacao e desfosforilagcao para o controle (Fiaschi et al., 2001). As PTPs
regulam a proliferacao celular, diferenciagéo, transformacao e integridade do
citoesqueleto em resposta a estimulos externos (Chengalvala et al., 2001).

A PTP osteotesticular (PTP-OST) participa do processo de diferenciacéo
celular. Originalmente isolada de osteoblasto de rato recém-nascido, esta
proteina exibe uma alta expressdao em ossos, testiculos e ovarios. Recentes
estudos tém demonstrado que genes da PTP-OST sao altamente regulados em
ossos durante os processos de diferenciacao celular e formacao da matriz
mineralizada. Durante a proliferacao o RNAmM & baixo, aumentando durante a

diferenciacao e retornando a niveis baixos apés a mineralizacao. Isto demonstra
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a importancia desta PTP-BMr para regulagao de vias de sinalizagdo durante o
processo de diferenciagao celular e formagao ¢ssea (Morrison e Mauro, 2000).
Portanto, € pertinente estabelecer a hipdtese de que a expressao e
atividade das PTPs-BMr sejam moduladas durante o ciclo celular de
osteoblastos, bem como durante seu processo de diferenciacédo que culmina
com a mineralizagcao biologica. As avaliagbes dessas hipoteses foram os

principais objetivos deste trabalho.

23



1.5 Reacao de polimerase em cadeia em tempo real

A tecnologia da reacao de polimerizacdo em cadeia em tempo real (PCR
em tempo real) possibilita a deteccao de um produto de amplificacado a medida
que vai sendo formado. Este método realiza reagdes de amplificacédo e
quantificacao do DNA complementar extraido a partir do RNA mensageiro
(Higuchi et al., 1993).

Um sinal fluorescente é detectado em proporcdo ao aumento da
quantidade do produto de amplificacao.

Essa fluorescéncia € emitida por compostos fluoréforos, que podem estar
ligados a sondas (Tagman) ou intercalados na dupla fita do DNA amplificado
(SYBR Green) (Dallan at al., 2004).

No computador que esta acoplado ao termociclador no qual ocorre a
PCR, a fluorescéncia, emitida em resposta a sintese do produto de amplificacéo,
é detectada em tempo real. O aumento desse produto nos ciclos iniciais € pouco
significativo. Com o progresso da reagao, pode-se observar um aumento do
sinal emitido (fase exponencial) (Barros et al., 2008).

Quando esse aumento da fluorescéncia passa a ser estatisticamente
significante, atinge-se o ciclo "threshold” (Ct).

A quantificacao pode ser realizada por comparacao direta dos valores de
fluorescéncia detectada no Ct, ou por comparacdo do numero de copias
utilizando-se uma curva padrao (método da curva padrao) (Barros et al., 2008).

O PCR em tempo real possui vantagens em relacdo a reacao de
polimerase em cadeia tradicional, as principais vantagens estao na possibilidade
de execucao de estudos quantitativos e ndao apenas qualitativos e na eliminagao
do risco de contaminagao, pois esta reagcao ocorre em um sistema tubular
fechado, ndo havendo também a necessidade de eletroforese para visualizagao

das amplificacdes (Gandra et al., 2008).
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1.60 Superficie de titanio

Os estudos sobre implantes bucais se expandiram rapidamente nas
ultimas trés décadas. A base para este grande numero de estudos tem sido o
reconhecimento de que a implantodontia pode alcancar altos indices de sucesso
clinico (Gebran e Wassal, 2006).

Esta claro desde os estudos de Branemark e colaboradores (1969,1977);
Schroeder e colaboradores (1991) que um entendimento da fisiologia do tecido
o0sseo propiciou a colocacéo de implantes sob condicées que minimizaram a
producdo de calor e permitiram uma fase cicatricial na qual a mobilidade foi
também minimizada favorecendo a osseointegracdo. Além disso, com o uso de
materiais biocompativeis, clinicos e pesquisadores prontamente perceberam o
potencial da implantodontia para reabilitar algumas areas que no passado
ficariam em situagdes menos funcionais e estéticas.

As ligas de titdnio com aluminio e vanadio (Ti-Al6-V4) e o titanio
comercialmente puro sao os materiais mais utilizados na confeccao de implantes
dentais, visto a sua propriedade biomecénica, possibilidade de tratamento,
acabamento do implante e pela facilidade no processo de esterilizagdo (Gebran
e Wassal, 2007).

A caracteristica primordial do titanio € que este reage em contato com o
ar formando uma camada de 6xido de titanio de forma imediata (10 segundos)
com a espessura de 2 a 10 nm, fornecendo resisténcia a corrosao. Sendo esta
camada superficial de oxido a fornecedora da base de biocompatibilidade
(Gebran e Wassal, 2007).

A biocompatibilidade do titédnio, contudo, ndo é garantida apenas pela
resisténcia a corrosao, mas também, pela sua inatividade biologica, denominada
de “indiferenca biolégica” devido ao fato de que os sinais da presenca do metal
nao influenciam os tecidos (Williams, 1981).

Eventos moleculares e celulares que podem no final determinar o destino

biolégico do implante ocorrem durante os estagios iniciais de cicatrizacao, as



condicées de superficie de implantes e sua relagcdo com eventos biolégicos

subseqlientes precisam ser mais bem estudados.
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2. Objetivos

O objetivo do trabalho foi a padronizagao da metodologia de extracao da
PTP-BMr a partir de culturas de células osteoblasticas provenientes de medula
de rato para caracterizagao parcial bioquimica e cinética e determinar in vitro o
perfil de expressao e atividade da proteina tirosina fosfatase de baixa massa
molecular (PTP-BMr).

Levando-se em consideracao a biocompatibilidade do titdnio, como um
material de implante e que diversos comportamentos celulares como adesao,
alteracdo morfoldgica, alteracdo funcional, proliferacdo e diferenciagao sao
fortemente afetadas pelas propriedades fisico-quimicas da superficie do Ti,
incluindo composicao, rugosidade, hidrofobicidade, textura e morfologia da
camada de oxido sobre o Ti (Willians, 1981; Lim et al., 2001) analisamos
tambem in vitro o perfil de expressao e atividade da proteina tirosina fosfatase
de baixa massa molecular (PTP-BMr) em cultura de células osteoblasticas

sobre superficie de titanio.
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3. Material e métodos

3.1 Obtencao de células de medula dssea de ratos

3.1.1 Isolamento por lavagem

As células foram preparadas e cultivadas de acordo com o método de
Maniatopoulos et al. (1988). A medula 6ssea foi obtida de ratos machos jovens
adultos da linhagem Wistar, pesando 110-120 g. O fémur foi retirado
assepticamente, limpo, e lavado quatro vezes por um periodo de 15 minutos, em
meio de transporte (meio de cultura descrito em 3.2 com 10 vezes a
concentracao usual de antibiéticos). As epifeses foram removidas e a medula foi
lavada com jato de 20 mL de meio de cultura (descrito em 3.2) utilizando uma
seringa com agulha de 20 gauges. As células liberadas foram coletadas num

frasco plastico de cultura de 75 cm? contendo 10 mL de meio de cultura.

3.1.2 Isolamento por aspiracao da medula éssea de rato

Esse metodo consiste em inserir diretamente uma agulha no canal
medular do rato e, por aspiragao, extrair a medula. Para realizar a extracéo
esterilizou-se com alcool-iodado os membros inferiores do rato e o ventre.
Umideceu-se, o interior de uma seringa de 5 mL com heparina, um anti-
coagulante, e aproximadamente 1 mL do meio de transporte (meio de cultura
descrito em 3.2 com 10 vezes a concentragao usual de antibidticos), foi aspirado
e deixado na seringa. Fez-se um pequeno corte com um bisturi na altura no
joelho para se visualizar a epifese do fémur e com uma agulha de ago inoxidavel
para aspiragcao com mandril, perfurou-se a epifese até o canal da medula onde
se conectou a seringa com o meio na agulha para aspirar a medula. A amostra
foi coletada em um tubo de centrifuga ja contendo 5mL de meio de transporte; o

mesmo procedimento foi feito para todos os fémures. Por ultimo, centrifugou-se
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a amostra e o “pellet” foi ressuspenso em 2 mL de MTS (meio total
suplementado) 15%, meio de cultura descrito em 3.2 suplementado com 15% de
soro fetal bovino, e transferido para as garrafas de cultivo ja contendo 20 mL de

meio de cultura.

3.2 Cultura de células extraidas da medula éssea de rato

As células extraidas da medula de rato em 3.1.1 ou o pellet ressuspenso
em 2 ml de MTS 15% em 3.1.2 foram transferidos para garrafas plasticas de 75
cm? contendo 10 ml de meio de cultura composto por a-MEM, suplementado
com 15% de soro fetal bovino, 50 ug/mL de gentamicina, 0,3 ng/mL de
fungizona, 107 M de dexametazona (para diferenciacido celular), 12 mg/L de
acido ascorbico e 5,4 g/L de p-glicerofosfato. As células foram cultivadas por 13
a 21 dias a 37°C, numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de

ar, e o meio foi trocado a cada 72 horas.

3.3 Obtencao da fase soluvel livre de fracoes de membrana

As células que cresceram durante os periodos testados nos frascos
plasticos de cultura de 75 cm? foram lavadas com tampao de estoque Tris-HCI
o0 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, raspadas com espatula plastica e
ressuspensas em 5 mL de tampao de choque osmético Tris-HCI 50 mM, pH 7.5,
contendo MgSO4 10 mM e NaCl 0,8 M. O material ressuspenso foi
homogeneizado utilizando-se um homogeneizador do tipo “potter” e em seguida
ultracentrifugado a 100.000 x g por 1 hora, a 4°C. O sobrenadante, que contem
a proteina de interesse, foi fracionado em aliquotas de 1 mL e rapidamente

congelado para armazenamento a -20°C.
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3.4 Dosagem de proteina

As concentragées de proteina foram determinadas de acordo com o
ensaio do Qubit Fluorometer, da Invitrogen. Para cada dosagem foram utilizados
3 UL de amostra diluidas em 200 pyL de solucdo de trabalho (1 pL de reagente
Quant-iT + 199 pL de tampéo Quant-iT) de acordo com as instrugdes do
fabricante. O aparelho foi calibrado utilizando os padrdes fornecidos pelo
fabricante, diluindo 10 pL de solugdo de calibragdo em 200 pyL de tampao de
trabalho.

3.5 Determinacido da atividade da PTP-BMr em células

osteoblasticas

A atividade especifica (AE) da fosfatase acida total (FAT) foi determinada
como descrito por Granjeiro et al. (1997a, b), com os volumes adaptados por
Declercq et al. (2004). Para um volume final de 2 mL, a reacao foi iniciada pela
adicdo da enzima a um meio de reacao, com o volume final de 1 mL contendo
100 mM de tampao acetato de sodio, pH 5,0 e 5 mM do substrato p-NFF. Para a
dosagem da PTP-BMr, adicionou-se 10 mM do inibidor p-hidroximercuribenzoato
(p-HMB), responsavel pela completa inibicdo desta enzima (Granjeiro et al.,
1997a, b). A determinacado da AE no meio de reac&o contendo p-HMB e 5mM de
tartarato permite a determinacdo da TRAP (fosfatase acida resistente a
tartarato), correspondente a atividade residual. A paralisagao da reacao ocorreu
pela adicdo de 1 mL de NaOH 1,0 M, apés incubagao por 60 minutos a 37°C. A
medida de absorbancia foi realizada a 410 nm, (s=17.600 M™' cm™"). Em resumo:

o Auséncia de inibidores (fosfatase acida total, FAT);

o Na presenca de p-HMB (inibidor especifico de PTP-BMr, sendo a
atividade PTP-BMr correspondente a fragcao inibida);

o Na presenca de p-HMB e tartarato, inibicao das PTP-BMr e de

fosfatases acidas inespecificas; a atividade residual corresponde a TRAP

30



(fosfatase acida resistente a tartarato).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) e definida como a quantidade
de enzima necessaria para produzir 1 nmol de produto por minuto. A atividade
enzimatica especifica (AE) € expressa como unidade de atividade enzimatica

por miligrama de proteina (AE=U/mg).

3.6 Tripsinizacao de células do frasco de cultivo

As celulas foram descoladas do fundo dos frascos de cultivo de 25 cm?
por tripsinizagao. Este procedimento foi feito todo em fluxo laminar e consiste
das seguintes etapas: primeiramente os frascos de 25 cm? com as células
cultivadas foram lavados com 5 mL de tampao PBS (tampéao fosfato de sédio),
filtrado para se retirar todas as proteinas do meio de cultivo. Depois foi
adicionado em cada frasco 3 mL de solucao de tripsina (contendo as proporgées
de 9 mL de tripsina, 500 pL de EDTA e 500 pL de colagenase). Apds a adigcao,
os frascos foram deixados na estufa por 10 min. O fundo do frasco foi raspado
cuidadosamente com um raspador de células e todo o material foi transferido
para um tubo estéreo de 15 mL, contendo 2 mL de MTS para desativar a agcéo
da tripsina, foi centrifugado a 1000 rpms por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi ressuspenso com 2 a 3 mL de MTS, homogeneizado e
uma aliquota de 100 L foi retirada para estimar a concentracao de células em
uma camara de Neubauer.

O meio contendo as células foi homogeneizado e estas foram cultivadas
em frascos de 75 cm? a partir de concentragdes iniciais conhecidas. Diferentes

preparacdes foram feitas com diferentes quantidades.
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3.7 Reacao de polimerase em cadeia em tempo real

3.7.1 Extracao de RNAm e sintese de DNA complementar (cDNA)

A extragcdo do RNA total foi realizada utilizando-se o reagente trizol e o kit
para extracdo de RNA (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Para cada amostra, em um tubo tipo eppendorf, foi
adicionado o reagente Trizol (1 mL/mg de tecido), sendo agitado por 30
segundos e deixado a temperatura ambiente por 15 minutos. Para cada 1 mL da
suspensao foram adicionados 200 ul de cloroféormio e os tubos centrifugados a
12000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um tubo
novo, onde foi acrescentado etanol 95% em proporg¢des iguais a amostra (v/v). A
solugdo amostra/etanol foi agitada delicadamente e transferida para uma coluna
de afinidade para RNA. Foram adicionados tampdes especificos, intercalados
por rapidas centrifugacdes de 15 segundos a 8000 x g cada. Finalmente, apos
varias lavagens com estes diferentes tampdes, as amostras de RNA foram
eluidas da coluna com 30 pul de agua deionizada e livre de RNAase, sendo
armazenadas a —70° C até a confeccao do DNA complementar. Uma aliquota de
Sul foi utilizada para a obtencao da concentracao de RNA/uL nas amostras,
determinada utilizando-se o aparelho Biomate 3 spectrophotometer
Thermospectronic (Rochester, NY, USA).

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado atraves de uma reacao de
transcricao reversa e 1 ng de RNA, de acordo com as especificagbes do

fabricante.
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3.7.2 Quantificacdo do RNA mensageiro (RNAm) através de reacdes de
polimerase em cadeia em tempo real (PCR em tempo real)

A expressao quantitativa do RNAm da PTP-BMr foi analisada através de
reacdes de “Real Time PCR’, utilizando-se o sistema SYBR Green e o aparelho
ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Warrington,
UK). Esse sistema (ABl Prism Software) realiza as reagées de amplificagao,
deteccao e quantificacao das amostras através de intercalantes fluorogénicos
utilizados na reacao, sendo a expressao normalizada com base em controles
endogenos. Primers adequados para tais reagées foram criados a partir do
programa Primer Express 2 (Applied Biosystems, Warrington, UK), especifico
para esta tarefa. O DNA complementar (2,5 ng/reacao) sintetizado a partir do
RNA mensageiro e primers especificos (1-2 ug/reagao) foram utilizados
juntamente com o reagente SYBR Green Master Mix, como determinado pelo
fabricante. As reagdes procederam por 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, e
quarenta ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 56 °C que representam
respectivamente a desnaturagdo do cDNA, anelamento dos iniciadores,
alongamento, onde ocorre a extensao do DNA, e amplificacdo. Um ciclo final de
20 minutos com temperatura crescente de 60 a 95 °C foi empregado para a
obtencao de uma curva de dissociagao dos produtos da reacao, utilizada para a

analise da especificidade de amplificacao.
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Representacao esquematica das reacées do PCR em tempo real em diferentes
temperaturas. As quatro reagdes correspondem a desnaturacao do cDNA a 50
°C por 2 minutos, anelamento dos iniciadores a 95 °C por 10 minutos, quarenta
ciclos de 15 segundos a 95 °C para ocorrer a extensao realizada pela DNA

polimerase e 1 minuto a 56 °C finalizando a amplificacao (Barros et al.,2008).

As condicées de PCR em tempo real para cada primer utilizado foram
padronizadas de acordo com a concentracdao do primer, auséncia de formacéo
de dimeros, €ficiéncia de amplificacao dos genes alvos e controle interno (gene
constitutivo). Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (linha de
corte ou “cicle threshold”), sendo este o ponto correspondente ao numero de
ciclos onde a amplificacao das amostras atinge um limiar (determinado entre o
nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo
exponencial das amostras), o que permite a analise quantitativa da expressao do
fator avaliado.

Os calculos para determinacao da expressao relativa dos genes alvo
foram realizados de acordo com instrugcées contidas no “User’s Bulletin” (P/N

4303859, Applied Biosystems), normalizando os dados em relagdo a expressao



constitutiva do GADPH (um gene constitutivo normalmente usado como controle
em ratos) em cada amostra.
Os primes utilizados na reagdao PCR em tempo real foram os que seguem:
Fosfatase acida - S: GGCACAAATTGCCTACTCCAA
AS: TAAAGATGGCCACGGTGATG
Com temperatura de melting de 81°C, CG = 51%, comprimento do alvo
107 pb.
GAPDH de rato - S: AAATGCTTCTAGGCGGACTG
AS: GGTTTTGTCAAAGAAAGGGTG

Com temperatura de melting de 78°C, comprimento do alvo 59 pb.

3.8 Caracterizacao bioquimica e cinética

3.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cbes desnaturantes
(SDS-PAGE)

As amostras, quando necessario, foram concentradas utilizando-se micro-
concentradores (MICROCON) e posteriormente aplicadas no gel de
poliacrilamida 7%. A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de
acordo com LaemmLi utilizando-se nitrato de prata para revelar o gel (Blum et
al., 1987). Foram utilizados padrées de massa molecular para se estimar o peso
molecular da PTP-BMr.

3.8.2 Atividade em gel de poliacrilamida

As amostras foram concentradas utilizando-se micro-concentradores
(MICROCON) e posteriormente aplicadas no gel de poliacriamida 5% em
condicbes nao-desnaturantes. A eletroforese em gel de poliacrilamida foi
realizada de acordo com Davis. A atividade fosfohidrolitica no gel foi detectada

em tampao acetato 100 mM, pH 5,0, Fast Blue RR-salt 0,12% (p/v) e pB-



naftilfosfato 0,12% (p/v), a 37°C.

3.8.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes da

amostra extraida do gel de atividade

Para confirmar se a banda do gel de atividade descrito anteriormente
referia-se, de fato, a enzima PTP-BMr, realizou-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicdes desnaturantes da amostra extraida do gel de
atividade. A banda do gel de atividade foi macerada em gelo seco, nesta
amostra foi adicionado 2 ml de tampao desnaturante, e ultracentrifugada por 10
minutos a 10.000 x g. A eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante
desta amostra foi realizada de acordo com LaemmLi (1970), utilizando-se nitrato
de prata para revelar o gel (Blum et al., 1987). Foram utilizados padrées de

massa molecular para se estimar o peso molecular da proteina.

3.8.4 Efeito do pH na atividade da fosfatase acida

O efeito do pH sobre a atividade da fosfatase acida foi determinado no
intervalo de pH compreendido entre 4,0 e 10,5 utilizando-se os tampdes acetato
de sédio (no intervalo de pH 4,0 a 6,0), MES (no intervalo de 5,0 a 6,0), Bis-Tris
(no intervalo de 6,0 a 6.5), Imidazol (no intervalo de pH 6,5-7,5), Tris-HCI (no
intervalo de pH 7,0-9,0) e AMPOL (no intervalo de pH 8,5-10,5), todos na
concentracao final de 100 mM. A atividade PNFFase foi determinada conforme

descrito em 3.5.
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3.8.5 Analise da inibicao relativa

A inibicao relativa da atividade do extrato soluvel contendo a enzima de
interesse foi avaliada utilizando-se os seguintes inibidores individualmente nas
respectivas concentragées:

1) Molibdato de amdnio 10 mM

2) Fosfato de sodio 1TmM

3) Fosfato de sédio 10mM

4) Tiomicina 10mM

5) Ortovanadato de sédio 10mM

6) p-HMB 10mM

A reacao foi iniciada pela adicao de 100uL de extrato soluvel ao meio de
reacao, com o volume final de 1 mL, contendo 100 mM de tampao acetato de
sédio, pH 5,0 substrato p-NFF 5 mM e o inibidor. A paralisagcao da reagéao
ocorreu pela adicédo de 1 mL de NaOH 1,0 M, apés incubagao por 60 minutos a
37°C. A medida de absorbancia foi realizada a 410 nm, (e=17.600 M cm™).
Uma unidade de atividade enzimatica (U) € definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 nmol de produto por minuto.

Os valores relativos de inibicdo foram obtidos a partir do valor de

atividade do controle sem inibidor.
3.8.6 Determinac¢ao de parametros cinéticos

O valor de Ky, foi obtido fazendo-se um ensaio variando a concentragao
de substrato e determinando a velocidade da reagcao em cada ponto.

Utilizaram-se concentracées de substrato p-NFF no intervalo de 1.10 © a
0,01 mM. Os valores de velocidade (atividade em U/ mg) da reagao de hidrolise
da p-NFF catalisada pela PTP-BMr foram obtidas como descrito em 3.5 com 100

ML de ESO em cada ensaio.
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3.9 Determinacdao da atividade PNFFase da PTP-BMr em

superficie de titanio

Para analisar o efeito da presenga de uma superficie de titanio na
atividade da PTP-BMr foi inserido um disco de titanio no fundo de um pogo onde
osteoblastos foram cultivados.

Os discos de titanio usinados foram previamente preparados. Eles foram
polidos utilizando a lixa com gramatura 300 seguida da lixa de gramatura 600.
Apos o polimento os discos de titanio (cpTi) foram submetidos a um ciclo de
lavagens em ultra-som. Brevemente, os discos foram posicionados em um
becker com a face polida voltada para cima e mantidos em ultra-som utilizando
as seguintes solugdes:

1) Solugao de sabao neutro (1:50) diluido em agua destilada e por 20
minutos.

2) Enxagle abundante com agua destilada;

3) Alcool a 70% por 30 minutos;

4) Enxagle abundante com agua destilada;

5) Agua destilada por mais 30 minutos.

Ao término do ciclo os discos foram lavados mais uma vez
abundantemente em agua destilada. A secagem foi feita na estufa e os discos
foram embalados e autoclavados. A manipulagéo dos discos foi realizada com
pincas de titanio.

Antes do plagueamento, ao fundo de cada pogo um disco de titanio foi
depositado.

A cultura de células foi feita conforme descrito em 3.2, porém, ao invés de
serem utilizadas garrafas para cultivo de células, foram utilizadas placas de
polietileno, com cada pog¢o contendo 10 ml de meio de cultivo e um disco de
titdnio no fundo.

O ESO foi obtido conforme 3.3 e o valor da atividade conforme 3.5.

Foi feito um controle, uma cultura de osteoblasto, nas mesmas condi¢cdes,

sem a placa de titanio, para comparacao dos valores de atividade.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Metodologias de extragao e cultivo de células

4.1.1 Cultura de células

A formacdo do tecido 6sseo durante os processos de desenvolvimento,
remodelacdo e regeneracdo envolve uma série complexa de eventos que
incluem a proliferacao e diferenciacao de células osteoprogenitoras em
osteoblastos culminando com a formacdo de uma matriz extracelular
mineralizada. A formacao dssea constitui um processo dinamico, sujeito a
mecanismos de controles rigorosos (Pereira et al., 2005). Além da expresséo de
colageno tipo |, osteopontina, sialoproteina 6ssea e osteocalcina, altos niveis de
fosfatase alcalina também séo induzidos durante a diferenciacdo dos
osteoblastos para o processo de mineralizagdo (Cheng et al., 1996; Osyczka e
Leboy, 2005; van den Dolder e Jansen, 2007), fornecendo um modelo util para a
investigacao das alteragées temporais e espaciais na expressao de marcadores
osteoblasticos.

Recentes estudos tém demonstrado que genes da PTP-OST, séao
altamente regulados em ossos durante o processo de diferenciagao celular e
formagcdo da matriz mineralizada. Durante a proliferaggo o RNAm € baixo,
aumentando durante a diferenciagdo e retornando a niveis baixos apds a
mineralizacao. Isto demonstra a importancia desta PTP-BMr para regulagao de
vias de sinalizagao durante o processo de diferenciacdo celular e formagao
ossea (Morrison e Mauro, 2000).

Assim, as células da medula ¢ssea de rato foram cultivadas por diferentes
periodos de tempo, diferenciando-se e aderindo no fundo do frasco de cultura, e
a partir de 24 h (Figura 1B) pode ser observado o aumento significativo de
celulas osteoblasticas com o passar do tempo: 10 dias (Figura 1C), 14 dias

(Figura 1D) completamente confluente.
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Figura 1. Estagios de crescimento e ocupacédo de um frasco de cultivo por
osteoblastos. A: Osteoblastos que foram tripsinizados (Materiais e Metodos 3.6)
e passados para um segundo frasco (subcultura), ainda nao aderidos ao frasco
de cultivo -0 dias. B: Um dia apds a passagem, ja apresentando células aderidas
e proliferagcdao. C: Células com 10 dias de cultivo, evidenciando os processos
celulares. D: Frasco ja completamente confluente 14 dias. Microscopia por

contraste de fases: aumento de 200 vezes.
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Ao longo do desenvolvimento destas células in vivo e in vitro, diferentes
proteinas sao expressas em diferentes momentos, com atuagdes muitas vezes
pontuais. Isso significa que determinadas proteinas serao expressas e estardao
presentes nas células em apenas um curto periodo ao longo do processo de
diferenciacdo e maturacdao destas. Portanto, faz-se necessario testar se a
proteina de interesse tem um padrao de atividade continuo ao longo do tempo
de cultivo das células ou se ela possui um pico de atividade em um determinado
momento do cultivo.

Para otimizar o método de obtencdo da PTP-BMr a partir de culturas de
osteoblasto, visando a extracao para demais analises, metodos de obtencao das
células e formas de cultivo foram testados, comparando-se a atividade obtida da
PTP-BMr (Material e Metodos 3.5) em relagcao ao tempo de cultivo em dias,
como descrito por Granjeiro et al. (1997a, b).

Inicialmente utilizou-se o método da extragao total do fémur. As primeiras
preparacdes foram feitas separando a medula de cada fémur das demais em
diferentes tubos de centrifuga e colocando-as diretamente no frasco plastico de
cultura de 75 cm? Essa preocupacdo se justificava devido & possibilidade de
ocorrerem reagdes imunoldgicas entre as células dos diferentes animais, mas os
ratos Wistar sao isogénicos e testes realizados no Laboratério de Cultura de
Células da FORP-USP (ndo mostrados) indicaram que células de um “pool” de
diferentes animais crescem igualmente as células de um unico animal.

Visando obter maior eqilidade entre os frascos de cada preparacao, estas
passaram a serem feitas a partir de um “pool” Unico das medulas de trés ratos,
dividido em cinco frascos de cultivo. Tal procedimento permite afirmar com mais
segurang¢a que as diferentes atividades encontradas entre as amostras de cada
frasco sdo devido aos diferentes dias de cultivo das células e n&o ha fatores
intrinsecos a cada rato ou a quantidade de células obtida em cada medula. As
culturas realizadas deste modo, a partir de um “pool” uUnico de células e
homogeneizado por agitagdo, mostraram uma grande variagdo do perfil da
atividade da PTP-BMr em relacédo ao tempo de cultivo, j& observada para a

atividade da fosfatase alcalina (Camolezi et al., 2002).
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Figura 2. Atividade obtida da PTP-BMr (conforme Material e Métodos 3.5) em
relacéo ao tempo de cultivo em dias de celulas osteoblasticas obtidas da medula
ossea de rato. Cada curva demonstra os resultados de atividade PNFFase em

diferentes preparagdes.
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Figura 3. Atividade da PTP-BMr obtida das médias dos valores do grafico 2 em
diferentes dias de cultivo de células osteoblasticas. Esta figura indica que o

tempo otimo de cultivo para extragao da PTP-BMr varia entre 16 e 18 dias.
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A Figura 3 evidencia que o tempo 6timo para extragcao da PTP-BMr varia
em torno de 16 e 18 dias de cultivo. O grande desvio presente provavelmente e
resultado da falta de homogeneidade entre as culturas, sendo que diferentes
quantidades de células podem ser obtidas a cada preparacgao.

Foi observado que os maiores valores de atividade eram obtidos até trés
dias depois de as culturas atingirem a confluéncia, concomitantemente com o
aparecimento dos primeiros ndédulos de mineralizagéo.

Entretanto, todos os pontos do grafico apresentam desvio padrao muito
grande. Provavelmente, esse desvio é resultante da falta de homogeneidade
entre as culturas, diferentes concentragdes de células foram cultivadas por
preparacao. Além disso, a qualidade de cada material ndo pode ser avaliada e

provavelmente nao € a mesma.

4.1.2 Subculturas

Foi testado um segundo metodo de preparagao, que utiliza subculturas,
com o objetivo de padronizar o rendimento das culturas, obter culturas com
numero de células préximos.

Para isso, foram obtidas medulas de ratos pelo método da aspiragao da
medula éssea (conforme Material e Métodos 3.1.2) e as células foram cultivadas
em um frasco de plastico de 25 cm? até a confluéncia. As medulas de cada rato
foram obtidas isoladamente, sendo que para cada rato foi preparado um frasco.
O tempo de cultivo dessas celulas até a confluéncia variou entre 9 a 13 dias. Em
seguida, as células foram tripsinizadas (conforme Material e Métodos 3.6) e
suspensas para avaliar a concentracao de células/mL de meio.

A estimativa do numero de células foi feita em uma camara de Neubauer.
Foram feitas trés preparagbes variando-se o numero total de células, como

apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Perfil de trés curvas de atividade da PTP-BMr em diferentes dias de
cultivo de celulas osteoblasticas. As culturas foram feitas a partir de quantidades
diferentes de células: 3,5.10% 6,5.10* e 8,5.10* como ilustrado no grafico. Elas
foram cultivadas em frascos para cultivo de 25 cm? até a confluéncia (entre 9 e
13 dias), tripsinizadas (conforme Materiais e Métodos 3.6), contadas em um
microscopio de contraste de fases, utilizando-se uma camara Neubauer, e

cultivadas novamente em um frasco de 75cm?.



A Figura 4 evidencia um padrao diferente nos perfis de atividade quando
comparado com as figuras2e 3 o que representa um indicio de que a
quantidade de partida de celulas influencia nos perfis de atividade. As
preparagbes que tiveram maior concentracao celular no material de partida
apresentaram curvas com picos e decaimento de atividade mais precoce.

Pode ainda ser observado que a meédia da atividade da fosfatase acida
obtida nas preparagdes foi maior utilizando-se subculturas, ao invés de culturas
primarias. E possivel que tal aumento da atividade tenha ocorrido em virtude da
maior homogeneidade na distribuicdo celular no interior da garrafa de cultivo.
Em culturas primarias, as células podem se acumular em determinadas regides
do frasco e, assim, pode ocorrer um acumulo de sinalizadores celulares que
induzem as células a permanecerem em diferentes estagios de diferenciacao e,
conseqlentemente, diminuir a homogeneidade da cultura. Sendo assim, a
distribuicdo espacial mais homogénea das culturas secundarias pode contribuir
para que estas sejam mais sincrénicas.

A partir destes resultados, conclui-se que € necessario nao somente obter
a medula, mas sim quantifica-la em numero de celulas para o subseqiiente
cultivo para que se tenha um padrdao de referéncia na obtencdo das células

osteoblasticas.

4.2 Obtencio da Fosfatase Acida (PTP-BMr)

As células obtidas no tempo de confluéncia foram processadas conforme
descrito no item 3.3 de Material e Metodos para obtencéo da fragao soluvel rica
em PTP-BMR.

Na Tabela 1 pode ser observada a atividade especifica da PTP-BMr
obtida do material de partida (lisado celular total), bem como do extrato soluvel

livre de frag6es de membrana e demais organelas celulares.
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Tabela 1: Atividade PNFFase das amostras protéicas obtidas durante o
isolamento da PTP-BMr. As atividades foram realizadas na auséncia de inibidor
e na presengca de pHMB e pHMB + TART. A atividade de PTP-BMr foi
determinada pela subtracdo da atividade especifica encontrada na auséncia de

inibidor e na presenca de PHMB, conforme descrito em Material e Métodos 3.5.

Proteina Atividade Especifica (U/mg)
(mg/mL) slinibidor ¢/ PHMB cI/ITART (*PTP-BMr) (%)

Lisado total
0,38 17.4 52 32 12,2 100
Fracao
soluvel 0,51 10,9 3,1 0,7 7,9 64

A atividade na presenca de tartarato (TART) & muito pequena, pois este
composto inibe todas as fosfatases acidas, sugerindo que, neste extrato celular,
a atividade dependente de pHMB € devida somente a presenca das PTP-BMr.

Resultados similares ja foram descritos por Granjeiro et al. (1997 a e b).

4.3 Reacao de polimerase em cadeia em tempo real

O RNAm especifico da PTP-BMr foi quantificado pela técnica de reacao
de polimerase em cadeia em tempo real (Figura 5 e 6), usando o método 2!
(Livak e Schmittgent, 2001). Assumimos que a eficiéncia de cada amplificacao
do alvo é praticamente maxima, assim, os valores de ACt em varias diluicdes do

material de partida permaneceriam invariaveis.
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Figura 5. Curva de amplificacdo da PTP-BMr. Pode-se observar a curva de
amplificacao da PTP-BMr de uma das amostras corridas no aparelho e a linha

de corte, posicionada na fase exponencial, que fornece o valor de Ct.

48



Betup ¥ Incrument ¥ Resuts |
{ Plate ¥ Spestra ¥ Companznt ¥ Ampliication Plot ¥ Etandard Curee Y Dissociation § Report |

Dissaciatian Curva

[ Latalype
Derhative v
m Cetector
1atFCSFAL v
il Tn=11"2
Lm
Li}
=
I
ES
a L
N
— = _ S — .
S =l
Lo — —
i
fi0 £5 i hid a0 b Ell B4

Ternperawre (C)

Figura 6. Curva de dissociacao da PTP-BMr de todas as amostras corridas no
aparelho. Essa figura mostra a curva de dissociagao de todas as amostras
(feitas em triplicata), que tiveram temperaturas de dissociacao iguais,
evidenciando a especificidade da reagdo e auséncia de amplificacbes

inespecificas.
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A partir dos dados de quantificagao relativa, foi possivel relacionar a
expressao deste RNAm com a variagao da atividade da PTP-BMr do extrato
soluvel de osteoblastos.

Para se fazer tal correlagao, os frascos de cultivo que serviriam para se
obter os valores de atividade e quantificagcdo do RNAm foram feitos a partir do
mesmo “pool” de células. As medulas de seis fémures foram extraidas (Material
e Metodos 3.1.1) e misturadas, para entdo serem divididas em quatro frascos de
cultivo de 75 cm? e outros quatros frascos de 25 cm? com volumes de material
proporcionais a area. As células dos frascos maiores foram tratadas conforme
Material e Metodos 3.3 para obtengao do ESO. Foram determinados os valores
de atividade (Material e Métodos 3.5), apds 15, 16, 19 e 20 dias de cultivo, e as
celulas dos frascos menores foram tratadas para a quantificacao do RNAm
especifico (Materiais e Métodos 3.7), com os mesmos dias de cultivo. Estes dias
foram escolhidos com base em dados de atividades previamente realizadas
(resultados ndo mostrados). O gréfico da Figura 7 demonstra os valores de

atividade juntamente com os valores relativos de RNA.
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Figura 7. Representacdo em barras da quantificacao relativa do RNAm da PTP-
BMr (conforme Material e Métodos 3.7, em verde) e a atividade da PTP-BMr no
extrato soluvel de osteoblastos (conforme Material e Métodos 3.5, em azul) em
relacéo aos dias de cultivo das células osteoblasticas extraidas da medula 6ssea

do fémur de rato.



O aumento da atividade acompanha o grande incremento de expressao e
a atividade se mantem com o decaimento da expressao. Com 20 dias
praticamente nao houve amplificagdo. A curva de atividade deste grafico € a
curva verde do gréfico da Figura 7.

A atividade da PTP-BMr ocorre principalmente na fase da célula ja
diferenciada em osteoblasto, sendo esse dado confirmado pelos niveis de
transcrito de RNAm.

Pode-se considerar que o aumento da atividade da PTP-BMr é decorrente
do aumento da producao desta enzima e nao de um sinal de ativagao, e que a
proteina continua ainda presente e ativa na ceélula depois da queda da

expressao do RNAm.

4.4 Caracterizacao bioquimica e cinética

4.4.1 Géis de eletroforese

A classe de PTPs compreende enzimas caracterizadas pela massa
molecular reduzida, apresentando peso aproximado de 18-20 kDa (Granjeiro et
al. 1997a; Chiarugi 2000).

Conforme mostrado no gel de eletroforese (Figura 8A) revelado com prata
em condicbes desnhaturantes realizada conforme Material e Métodos 3.8.1, o
extrato de proteinas solluveis apresenta uma grande faixa de massa molecular e
entre elas uma banda mais intensa de 17,6 kDa.

O gel, quando renaturado, ndo apresentou nenhuma banda com atividade
de fosfomonohidrolase. Entretanto, se a eletroforese for realizada em condigao
nao-desnaturante (Material e Métodos 3.8.2), somente um componente protéico
apresenta atividade de fosfomonohidrolase (Figura 8C), empregando-se [3-

naftilfosfato como substrato.
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Figura 8. Eletroforese realizada em gel de poliacrilamida 7% em condi¢céo
desnaturante (A,B e D) e em poliacrilamida 5% em condigdo nao desnaturante
(C). A. SDS-PAGE do padrao de peso molecular revelado com prata; B. SDS-
PAGE do extrato soluvel (ESO) revelado com prata; C. Eletroforese revelada
para atividade fosfohidrolitica: o gel foi incubado em tampao acetato 100 mM, pH
5,0, Fast Blue RR-salt 0,12% (p/v) e p-naftilfosfato 0,12% (p/v), a 37°C; D. SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida 7% da amostra extraida da banda de atividade

obtida em C, e revelado com prata.
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Quando foi realizada uma eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida da amostra extraida da banda de atividade do gel C (Material e
Métodos 3.8.3), obteve-se uma banda muito préxima do peso molecular de 17,6
KDa o que comprova que a banda obtida no gel de atividade refere-se de fato a

PTP-BMr, proteina de interesse.

4.4.2 Estudo do pH é6timo de hidrélise do p-NFF pela PTP-BMr

Para iniciar a caracterizagcao cinética da enzima, foi realizado um estudo
com o objetivo de determinar o pH 6timo de hidrolise do p-NFF pela PTP-BMr
conforme Material e Métodos 3.8.4. Como pode ser observado na Figura 9, a
atividade referente a PTP-BMr apresentou um pH o6timo ao redor de 5,
caracteristico para este tipo de fosfatase acida (Granjeiro et al., 1997 a,b; 2002).

Em decorréncia da maioria dos trabalhos na literatura utilizar nos estudos
das fosfatases acidas pH 5,0 (Granjeiro e Taga, 1997), e devido também a
variagao de atividade ter sido muito pequena nos valores proximos deste pH, foi

empregado o mesmo pH nos demais estudos de caracterizagao cinética.
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Figura 9. Determinagao do pH 6timo de hidrélise do p-NFF pela PTP-BMr obtida
a partir da cultura de osteoblastos por 14 dias, na faixa de pH entre 5,0 e 10,5,
utilizando-se os seguintes tampdes: (®) MES (pH 5,0 — 6,0), (®) BIS-TRIS (pH
6,0 — 6,5), (A) Imidazol (pH 6,5 -7,5), (¥) Tris-HCI (pH 7,0-9,0), como descrito
no item 3.8.4 de Material e Métodos. As atividades foram determinadas em 100
mM do tampao apropriado, contendo p-NFF 5 mM, como descrito no item 3.5 de

Material e Métodos, utilizando-se 100 pL de ESO.
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4.4.3 Inibicao relativa da PTP-BMr

Foi testada a inibicao relativa da atividade p-NFFase do extrato soluvel de
osteoblastos (ESO) para alguns compostos que atuam como inibidores e os
resultados obtidos encontram-se na Figura10.

Os valores relativos de inibicao foram obtidos a partir do valor de
atividade do controle sem inibidor. Os dados de inibicao da atividade p-NFFase
encontrados sao muito similares aos descritos por Granjeiro e Taga (1997) e por
Fugimoto (1984).

As pequenas diferengcas encontradas para os resultados destes autores
provavelmente deve-se ao fato de que eles trabalharam com a enzima
purificada, e os dados de inibicao mostrados na Figura 10 sao referentes a
inibicao de todo o ESO. Isso significa que os inibidores testados devem atuar
diferentemente sobre outras enzimas presente no extrato, as quais também
possuem a capacidade de hidrolisar p-NFF neste pH.

Como pode ser observado, o p-HMB inibiu 78% da atividade p-NFF do
ESO. Isso significa que a atividade total da PTP-BMr corresponde a 78% da
atividade de todo o ESO, pois o p-HMB inibe totalmente esta enzima (Granjeiro
e Taga, 1997). A atividade residual (22%) corresponde a atividade de outras
enzimas que podem ser mais ou menos suscetiveis a presenca dos inibidores
testados, ou seja, essa atividade residual pode ser insensivel ao inibidor testado,
ou ser completamente suprimida. Portanto, a porcentagem de inibicdo da
atividade residual pode estar contribuindo para as diferengas encontradas.

O molibdato de aménio inibiu 58% a hidrdlise do p-NFF, o fosfato de sodio
1 mM 27%, o fosfato de sddio 10 mM 93%, a tiomicina 17/% e o ortovanadato de
sodio 58%. Todos esses valores de inibicao foram maiores do que os
encontrados por Granjeiro e Taga (1997), provavelmente porque esses
inibidores tém ag@o maior sobre a atividade residual comparada a agao sobre a
PTP-BMr.
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Figura 10. Inibicdo relativa do extrato soluvel de osteoblastos. As concentragées
de inibidores foram deduzidas de Granjeiro e Taga (1997), como ilustrado no
grafico. O ensaio procedeu a 37°C, em meio reacional contendo 5 mM de p-
NFF e 100 mM de tampao acetato (pH 5,0), por um periodo total de 1h de
incubacao. A atividade do controle, sem inibidores, foi tomada como 100% e as
diferencas das demais atividades foram expressas como porcentagens desse

valor, mostrado como porcentagem de inibigao.



4.4.4 Determinacao dos parametros cinéticos

O valor de K, € uma constante para uma dada enzima, ele pode servir de
parametro de comparacado entre enzimas de diferentes organismos ou entre
diferentes tecidos ou até mesmo entre estagios de desenvolvimento diferentes.
Assim podemos diferenciar, com base tambem em dados de peso molecular, se
duas enzimas de organismos diferentes séo iguais ou simplesmente catalisam a
mesma reacao (Segel, 1979).

O valor de Ky, foi obtido fazendo-se um ensaio variando a concentragao
de substrato e determinando a velocidade da reagdo em cada ponto. Na Figura
11 demonstra-se a variacado da atividade p-NFFase da PTP-BMr em fungcao da
concentracao de substrato utilizado.

O K, aparente encontrado para a hidrélise do p-NFF pela PTP-BMr foi
0,12 mM. Esse valor é muito préximo ao valor de Ky, encontrado (0,14 mM) para
hidrélise do mesmo substrato por uma fosfatase acida purificada de rim bovino
(Granjeiro e Taga, 1997) e e dez vezes menor que o valor de Ky, das fosfatases
obtidas do figado (Taga e Van Etten, 1990) e do coragao bovino (Zhang e Van
Etter, 1990), da placenta humana (\Waheed et al, 1988) e de uma iscenzima
obtida de hemacias (Dissing e Svensmark, 1990).

O coeficiente de Hill (n), denominado de cooperatividade, foi determinado
e representado na insercéo da Figura 11, seu valor € de 1,2, o que corresponde

a uma pequena cooperatividade positiva.
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Figura 11. Variacdo da atividade p-NFFase da PTP-BMr em fungao da
concentracao de substrato utilizada. Os valores de velocidade (atividade em
U/mg) da reacao de hidrélise do p-NFF catalisada pela PTP-BMr foram obtidos
como descrito em materiais e métodos 3.8.6. Foi adicionado 100 uL de ESO em

cada tubo. Insercdo: Representagao de Hill.



5-Titanio

Considerando a biocompatibilidade do titanio como um material de
implante, e que diversos comportamentos celulares como adesao, alteragéo
morfolégica, alteracdo funcional, proliferacdo e diferenciacdo sao fortemente
afetadas pelas propriedades fisico-quimicas da superficie do Ti, incluindo
composicao, rugosidade, hidrofobicidade, textura e morfologia da camada de
oxido sobre o Ti (Willians, 1981; Lim et al., 2001), foi analisado também in vitro o
perfil de atividade da fosfatase alcalina e da proteina tirosina fosfatase de baixa
massa molecular relativa (PTP-BMr) em culturas de células osteoblasticas sobre
superficies de titanio.

Conforme 3.9 de Material e Métodos determinou-se a atividade PNFFase
do extrato soluvel de osteoblasto (ESO) em superficie de titdnio obtidas quando
as células atingem a confluéncia.

Os experimentos demonstraram que a atividade enzimatica da PTP-BMr
aumentou cerca de 35,5% quando as células osteoblasticas foram cultivadas
sobre a superficie de titdanio, quando comparada ao controle, células
osteoblasticas cultivadas na auséncia do disco de titénio, apesar de ter ocorrido
uma reducao de cerca de 17,5% na quantidade de proteina total presente no
extrato soluvel. Os valores obtidos da atividade p-NFFase da fosfatase acida e
quantidade de proteina determinada no extrato soluvel na auséncia (controle) e
presenca de titanio, sdo mostrados na Tabela 2.

Por outro lado, tanto a atividade p-NFFase da fosfatase alcalina quanto a
quantidade de proteina total presentes na fracao de membrana reduziram cerca
de 59,7% e 49,1%, respectivamente, quando comparadas ao controle.

Assim, a superficie de titanio parece exercer diferentes efeitos sobre as

culturas, dependendo da fragao e da atividade analisadas.
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Tabela 2: Atividade p-NFFase da fosfatase acida e quantidade de proteina
determinada no extrato soluvel na auséncia (controle) e presenca do disco de

titanio, determinados conforme descrito em Material e Métodos 3.9.

ESO Proteina Atividade Especifica (U/mg)
(mg/mL) slinibidor ¢/ PHMB c/TART (PTP-BMr)

controle 0,252 8,6 0,19 0 8,4

titanio 0,208 1.4 0 0 11,4

Entre os fatores que influenciam a biocompatibilidade dos materiais em
implantes destacam-se as propriedades quimicas, mecanicas, elétricas e
especificas da sua superficie. A biocompatibilidade dos materiais usados em
implantes endodsteos é avaliada principalmente pela relagédo do implante com o
0sso (Okumura et al., 2001).

Gerbran e Wassal (2007) relatam que ocorre a produgao e a
mineralizacdo de uma matriz extracelular apds a fixagao cirurgica de implantes
de titdnio na superficie 6ssea e que este € um fator fundamental para a
biocompatibilidade de materiais de implantes.

Os osteoblastos sintetizam a parte organica da matriz éssea, composta
por colageno tipo |, glicoproteinas e proteoglicanas. Também concentram fosfato
de calcio, participando da mineralizagdao da matriz. A atividade da PTP-BMr
ocorre principalmente na fase da célula ja diferenciada em osteoblasto, sendo
esse dado confirmado pelos niveis de transcrito de RNAm.

Estas sugestdes foram analisadas também através da quantificagao do
RNAmM em 7, 10 e 14 dias de cultivo das celulas osteoblasticas.

A quantificacao foi feita através de PCR em tempo real conforme descrito

em 3.7 de Material e Métodos, mostrada na Figura 12 e 13.
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Figura 12.Curva de dissociacédo da PTP-BMr de todas as amostras corridas no
aparelho. Essa Figura mostra a curva de dissociagcao de todas as amostras
(feitas em triplicata), que tiveram temperaturas de dissociacdo iguais,
evidenciando a especificidade da reagdo e auséncia de amplificagbes

inespecificas.
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Figura 13. Quantificacao do RNAm da PTP-BMr presente no ESO atraves de
PCR em tempo real conforme Material e Métodos 3.7, em 7, 10 e 17 dias de
cultivo de células osteoblasticas. As barras em azul representam a quantificagao
do RNAm sobre placa de polietiieno, as barras em roxo representam a

quantificacao do RNAm na presenga do disco de titanio.
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Na Figura 12 as curvas de dissociagao de todas as amostras que foram
quantificadas atraves de PCR em tempo real podem ser observadas. As
temperaturas de dissociacdo sao todas coincidentes evidenciando a
especificidade da reacao e auséncia de amplificacdes inespecificas.

A quantificagdo do RNAm através de PCR em tempo real encontra-se
representada na Figura 13. Com 7 dias de cultivo de células osteoblasticas a
quantidade de RNAm esta ligeiramente reduzida quando comparada com o
grupo na auséncia de titédnio (controle). Com 10 e 17 dias de cultivo ndo é
observada significativa diferenca.

Mas deve ser lembrado que, conforme mostrado na Figura 7 quando e
avaliada a evolucéo da expressdo do RNAm é observado um pico até 16° dia de
cultivos de células osteoblasticas. Desta maneira o aumento da atividade da
fosfatase acida observado na presenca da superficie de titanio (Tabela 2) devera
ser investigado com mais detalhes, pois ndo é devido ao aumento de sua

expressao.
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6. Conclusao

A metodologia de extragao da PTP-BMr foi otimizada. Ela pode ser
extraida de culturas (primarias) com 16 a 19 dias de cultivo.

O uso de culturas secundarias demonstrou-se mais eficiente no cultivo
das células, pois, possibilitou uma forma de estimar o numero inicial de células
nas garrafas de cultivo, ja que, foi demonstrada uma grande variacao do perfil de
atividade da PTP-BMr, e a densidade de células dentro dos frascos de cultivo
mostrou ser responsavel por tal variagao.

A PTP-BMr foi parcialmente caracterizada cineticamente atraves da
determinacao da atividade da PTP-BMr em osteoblasto, determinagcdo de
parametros cinéticos, estudo do pH-6timo de hidrélise do p-NFF pela PTP-BMr,
SDS-PAGE e atividade em gel de poliacrilamida do extrato citoplasmatico.

Esta caracterizagao revelou que ela apresenta uma pequena
cooperatividade positiva, com um coeficiente de Hill (n) de 1,2, K, 0,12 mM e pH
6timo em torno de 5,0, tipico de uma fosfatase acida.

Observa-se que a PTP-BMr esta presente durante a diferenciagdao e
proliferacédo celular até atingir a mineralizagdo. Portanto, trata-se de uma
proteina indutivel.

Foi verificado que a maior atividade ocorre principalmente na fase da
celula ja diferenciada em osteoblasto, sendo esse dado confirmado pelos niveis
de transcrito de RNAm.

Quando em presenga de uma superficie de titanio ha um maior aumento
na atividade catalitica do que nos niveis de RNAm da PTP-BMr. Desta maneira
o aumento da atividade da fosfatase acida observado na presenca da superficie
de titdnio devera ser investigado com mais detalhes, pois ndo € devido ao

aumento de sua expressao.
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