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RESUMO

DA COSTA, N.M.M. Efeito de arcaboucos 3D funcionalizados com
aptameros anti-fibronectina na formagcao do coagulo e na osteogénese.
Estudo ex vivo e in vivo. Tese (doutorado) — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022, 103 p.

Na odontologia, o uso de arcaboucos tridimensionais tem sido empregado na
regeneracdo 6ssea maxilo-facial. A adsor¢do de moléculas bioativas sobre a
superficie de arcaboucos (SCA) possivelmente otimize a osteogénese. Assim,
nessa pesquisa avaliou ex vivo, in vitro (osteoblastos - OSB) e in vivo (defeito
em calvaria em 5 e 15 dias) o efeito da funcionalizacdo de SCA (quitosana +20%
de B-TCP) com aptameros (APT) anti-fibronectina (anti-FN) na osteogénese. A
funcionalizacédo dos SCA foi realizada com 20 pug de APT por simples adsorcéo.
O codgulo fisioldgico (PhC) foi desenvolvido por 16 horas sobre os SCA com ou
sem aptaméros (APT) em defeitos criticos criados em calvaria de ratos,
caracterizando o estudo ex vivo. Em seguida, os OSB foram cultivados sobre o
PhC formado nos SCA com e sem APT. Os ensaios in vitro foram realizados nos
SCA sem PhC. A morfologia dos OSB e do PhC foi verificada por MEV. A
caracterizacdo celular do PhC foi realizada por citometria de fluxo (CF). A
viabilidade celular, acimulo de matriz mineralizada e expresséao de ALP e BSP
foram investigadas por MTT, ARS e IF, respectivamente. Adicionalmente, a
expressédo dos genes Alp, Runx2, Bsp, Ocn e Tgf-B1 foi verificada por RT-PCR.
No experimento in vivo, foram realizadas as analises de Micro-CT, morfometria
por coloracao de tricrémio de Masom, IF, andlise transcriptdmica por RNAseq e
RT-PCR em 5 e 15 dias nos grupos SCA e SCA+APT. Os resultados ex vivo
mostraram elevada imunomarcagéo da ALP e IBSP no grupo com APT. A CF
revelou maior deteccdo de CD90, CD45 e CD44 no PhC formado no mesmo
grupo. Na MEV foi observada uma densa rede de fibrina enriquecida, composta
com diferentes tipos celulares no PhC do SCA com APT. O RT-PCR mostrou
mais expresséao do gene Tgf-87 no grupo SCA+APT+PhC+OSB. Em relacdo aos
ensaios in vitro (sem o PhC) houve mais formacédo de matriz mineralizada em
SCA+OSB+APT em 10 dias. O mesmo foi observado na IF evidenciando mais
imunomarcacdo da IBSP em SCA+APT+OSB, enquanto a ALP foi mais
prevalente no grupo com SCA+OSB. Nas analises in vivo, o Micro-CT revelou
maior volume 6sseo e menos porosidade 6ssea em 5 dias em SCA+APT. Além
disso, houve mais formacao de tecido colageno, alguns pontos de formacédo
O0ssea e elevada expressdo da ALP no grupo APT em 5 dias, enquanto a
expressdo de RUNX2 foi mais predominante em SCA+APT 15 dias. Houveram
mais genes diferencialmente expressos em 15 dias, segundo o RNAseq. A
ontologia génica (GO), mostrou diferengas nas fungfes bioldgicas associadas a
adesdo celular e aos canais idnicos da membrana celular. Em 15 dias, essa
diferenca foi associada a resposta imune, aos componentes da MEC, da
atividade antioxidante e da polimerizacdo do citoesqueleto celular (regulada
negativamente). Esses achados foram validados verificando a expressédo dos
genes Vim, Hprtl, Clcn4, Cd24, Krtap7-1, Psme2, Tnf e II-18. Em conjunto, os
resultados mostraram que o APT proporciona melhora no padréo de coagulacéo,
na diferenciagdo osteoblastica e nos eventos iniciais associados a
osteoimunologia.

Palavras-chave: Coagulo; Aptameros; Hidrogel; Arcaboucos 3D; Biomaterial,
Fibronectina; Regeneracao 0ssea, Analise transcriptomica.
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ABSTRACT

DA COSTA, N.M.M. Effect of 3D scaffolds funcionalized with anti-fibronectin
Aptamers on blood clot formation and osteogenesis. Ex vivo and in vivo
study in rats. 2022. 103 p. Ph.DTesis (doutorate) — School of Dentistry of
Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

In dentistry, the use of three-dimensional scaffolds (SCA) has been used in
maxillofacial bone regeneration. The adsorption of bioactive molecules on SCA
surface possibly optimizes osteogenesis. Thus, in this research were evaluated,
ex Vivo, in vitro (osteoblasts - OSB) and in vivo (calvaria defect at 5 and 15 days)
the effect of SCA functionalization (chitosan +20% b-TCP) with anti-fibronectin
aptamers (APT) on osteogenesis. SCA functionalization was performed with 20
pg of APT by simple adsorption. The physiological coagulum (PhC) was
developed for 16 hours on the SCA with or without APT in critical defects created
in rat calvaria, characterizing the ex vivo study. Then, the OSB were cultured on
the PhC formed on SCA with and without APT. In vitro assays were performed
on SCAs without PhC. The OSB and PhC morphology was verified by SEM. The
cellular characterization of PhC was performed by flow cytometry (CF). Cell
viability, mineralized matrix accumulation and ALP and BSP expression were
investigated by MTT, ARS and IF, respectively. Additionally, the Alpl, Runx2, Bsp,
Ocn and Tgf-B7 gene expression was verified by RT-PCR. In the in vivo
experiment, Micro-CT, morphometry by Masom's trichrome staining, IF,
transcriptomic analysis by RNAseq and RT-PCR were performed at 5 and 15
days in the SCA and SCA+APT groups. The ex vivo results showed high ALP
and IBSP labelind in the APT group. FC revealed greater detection of CD90,
CD45 and CD44 in PhC formed in the same group. In SEM, a dense fibrina
enriched network was observed, composed of different cell types in PhC formed
on SCA with APT. RT-PCR showed more Tgf-87 gene expression in the
SCA+APT+PhC+OSB group. In relation to in vitro assays (without the PhC) there
was more formation of mineralized matrix in SCA+APT+OSB group in 10 days.
The same was observed in IF, showing more immunostaining of IBSP in
SCA+APT+0SB, while ALP was more prevalent in the SCA+OSB group. In in
vivo analyses, Micro-CT revealed greater bone volume and less bone porosity at
5 days in SCA+APT. In addition, there was more collagen tissue formation, some
bone formation points and increased ALP expression in the APT group at 5 days,
while RUNX2 expression was more predominant in SCA+APT at 15 days. In
RNAseq showed more differentially expressed genes in 15 days. Gene ontology
(GO) showed differences in biological functions associated with cell adhesion and
cell membrane ion channels. At 15 days, this difference was associated with the
immune response, ECM components, antioxidant activity and cellular
cytoskeleton polymerization (downregulated). These findings were validated by
verifying Vim, Hprtl, Clcn4, Cd24, Krtap7-1, Psme2, Tnf and II-18 gene
expression. Taken together, these results showed that APT improves the
coagulation pattern, osteoblastic differentiation and early events associated with
osteoimmunology.

Key words: Blood Clot; Aptamers; Hydrogel; 3D scaffolds; Biomaterial,

Fibronectin; Bone regeneration, transcriptomic analysis.
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Figure 10. (A) - Graficos compilados dos componentes principais 1

(PC 1) e 2 (PC 2) para todas as amostras analisadas nos
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dias. (C) - DEGs em 15 dias. (D) - GO em 5 dias. (E) -
Validacdo da GO em 5 dias. (F) - GO em 15 dias. (G) -
Validacdo da GO em 15 dias. (H) - Heatmap dos genes
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dos genes associados a diferenciacdo osteoblastica. Valor

da significancia: *p<0,05; **p<0,01.........coevrrrrrrrrrriiiiiiieeeeenn. 85
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INTRODUCAO

Biomateriais de diversas origens tém sido amplamente utilizados em terapias
regenerativas (BENCHERIF et al., 2013; BROUWER et al. 2015; CHEN & LIU,
2016). Neste contexto, 0 processo regenerativo depende, substancialmente, do
tipo celular que repovoar esses biomateriais ap0s a instalacdo do coagulo
sanguineo (DAVIES et al., 2003). O sangue é o primeiro componente a entrar
em contato com os biomateriais (TEJERO et al., 2013), possibilitando a formacéao
do codgulo e, subsequentemente, dando origem ao novo tecido (SHIU et al.,
2014).

O fenbmeno bioldgico da coagulacdo sanguinea compreende uma seérie
de acontecimentos quimiotaticos e biomoleculares mediados por diferentes tipos
celulares (SHIU et al.,, 2014; DAVIS et al., 2016). O principal objetivo da
coagulacéo, apés um dano endotelial (NURDEN, 2007), é produzir hemostasia
e servir como arcabouco para o recrutamento de células relacionadas ao reparo
local (PHILIPS, 2005; SHIU et al., 2014). Isso possibilitar4 a formacdo da matriz
extracelular (MEC) proviséria, que seguira amadurecendo para se tornar um
novo tecido, preferencialmente com arquitetura e funcdes semelhantes as
existentes no tecido original (HANKENSON et al., 2015). Esse repovoamento
depende, em grande escala, do estimulo do biomaterial sobre o coagulo
sanguineo.

Na reconstrucdo oral, biomateriais sdo comumente usados como
arcaboucos que possibilitem a restauracéo da integridade 6ssea (BROUWER et
al., 2015; CHEN & LIU, 2016). Por sua vez, os arcaboucos (SCA, sigla em inglés)
tridimensionais (3D) tém sido entendidos como sendo 0S mais interessantes
(ASTI et al., 2014) pois proporcionam uma distribuicdo celular homogénea e,
consequentemente, alta osteocondutividade (KARAGEORGIOU et al., 2005;
ANNABI et al.,, 2010; SHORT et al.,, 2015). A organizacdo 3D garante a
propagacédo de nutrientes e oxigénio, principalmente mediante a auséncia de
vasos sanguineos nos enxertos (PARK et al., 2009; BERTASSONI et al., 2014).
Além disso, o0 contato célula-célula ou célula-MEC se da de forma mais
harménica, como no ambiente natural (BERTASSONI et al., 2014).

Diversos materiais tém sido elaborados para a preparacdo destes SCA
3D (GUNATILLAKE & ADHIKARI, 2003; LIU & MA, 2004; ASTI et al., 2014;
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THRIVIKRAMAN et al., 2017). Dentre eles, o hidrogel € um candidato ideal neste
quesito (Bencherif et al., 2013).

O hidrogel é um composto altamente hidrofilico com excelentes
propriedades biologicas (PEPPAS et al., 2000). Ele pode ser constituido por
polimeros naturais, derivados de componentes semelhantes ao da MEC
(colageno, gelatina, fibrina, acido hialurénico) ou a de algas marinhas (alginato,
agarose e quitosana) (MUZZARELL etal., 1993; LEE & MOONEY, 2001; SHORT
et al., 2015), ou polimeros quimicos/sintéticos (derivados de Oxido de etileno,
alcool vinilico, acido acrilico, propileno fumarato-co-etilenoglicol e polipeptideos)
(LUTOLF & HUBBELL, 2003; CRESCENZI et al., 2007). Os polimeros naturais
demonstram reduzida toxicidade e elevada biocompatibilidade, enquanto os
sintéticos, apesar de poderem gerar alguma toxicidade, demonstram melhor taxa
de biodegradacao e propriedades fisico-mecanicas (ASTI et al., 2014; SHORT
et al., 2015).

O hidrogel, quando em contato com células progenitoras possibilita seu
crescimento, proliferacao e diferenciagcdo (TERRACIANO et al., 2007), além de
permitir a inclusdo de farmacos (SONG et al., 2015) e/ou fatores de crescimento
(DU et al., 2015), proporcionando sua gradativa liberacéo.

Dentre os hidrogéis naturais, a quitosana tem sido alvo de intensas
investigacbes, objetivando utilizar suas propriedades na elaboracdo de
arcaboucos 3D voltados a regeneracdo 0ssea (SU et al., 2014; MAJI et al., 2016;
PARISI et al., 2017). Por apresentar caracteristicas mecanicas e composi¢ao
semelhante a da MEC, ela tem demonstrado ser um excelente biomaterial
voltado para a elaboracdo de membranas relacionadas a regeneracao tecidual
guiada na periodontia (QASIM et al., 2017). Além disso, esse hidrogel tem
atividade antimicrobiana eficaz contra varios patégenos orais (COSTA et al.,
2012).

Esse biopolimero tem se destacado para ser utilizado devido a sua
capacidade de estimular a osteoconducao, favorecendo a dinamica do reparo
6sseo (XU et al., 2021). E normal verificar a associac¢do do beta-fosfato tricalcico
(B-TCP) com este hidrogel, devido as suas excelentes propriedades de
biodegradacao, caracterizadas pela rapida absor¢cédo e substituicdo por nova
matriz 6ssea (GUASTALDI et al., 2010). A combinagéo da quitosana com 3-TCP

fornece um processo restaurador alternativo para reparo 6sseo. Juntos, ambos
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estimulam a osteocondutividade 6ssea, favorecendo o aumento da formacao da
matriz 6ssea pelos osteoblastos (GE et al., 2004; XU et al., 2021).

Nesse biomaterial, componentes associados a MEC tém sido
incorporados, objetivando a adsor¢cédo de moléculas especificas. Isso resulta na
potencializacdo da adesédo focal e organizacdo do citoesqueleto celular,
condicionando a célula a gerar respostas diferentes. Dentre eles, esta a
fibronectina (FN) (GALLI et al., 2016; PARISI et al., 2017).

A FN é uma proteina amplamente disponivel no plasma sanguineo,
estando fortemente envolvida com as primeiras etapas relacionadas a
hemostasia e trombogénese, principalmente por induzir a agregacéao plaquetaria
e fibrinogénese (WANG & NI, 2016; XU et al., 2016). No reparo tecidual, a FN é
inicialmente depositada na malha de fibrina apdés a formacdo do coagulo
sanguineo (WANG & NI, 2016). Por meio dessa estrutura fibrilar, a FN reforcara
a formacdo de um arcabouco que servira para o0 recrutamento de células
progenitoras (SCHULTZ et al., 2009). Além disso, essa importante proteina da
MEC € indispensavel em muitos processos fisiolégicos (CHATAKUN et al., 2014;
HALPER & KJAER, 2014).

Esta proteina desempenha um papel imprescindivel na regeneracao,
servindo como substrato para a adeséo celular (CHATAKUN et al., 2014). Na
neoformacédo 0ssea, essa glicoproteina adesiva é conhecida por participar dos
estagios iniciais da osteogénese (FAIA-TORRES et al., 2015). Adicionalmente,
evidéncias demonstram que a FN pode servir como reservatério de inUmeros
fatores de crescimento (GF, sigla em inglés) por permitir a ligacdo dos mesmos
a sua estrutura (RAHMAN et al., 2005; WIJELATH et al., 2006; LIN et al., 2011,
2014; ZHU & CLARK, 2014). Isso consequentemente induzird a uma migracao
celular aprimorada, além de propiciar a liberacdo desses GF de forma
controlada, tornando suas atuacdes especificas, intensas e prolongadas (ZHU &
CLARK, 2014). Mediante isso, tem sido proposto a utilizacdo da FN na
biofuncionalizacao de biomateriais voltados a regeneracéo 6ssea (RAPUANO et
al., 2012; PALACHUR et al., 2014). Nesse contexto, a associacédo de Aptameros
(APT) a biomateriais foi proposta como estimulador regenerativo (GALLI et al.,
2016; PARISI et al., 2017).

Os APT séo oligonucleotideos (pequenos filamentos de DNA ou RNA) que

irdo atuar por meio de ligagbes quimicas a sua molécula alvo (KEEFE et al.,
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2010). Estes séo produzidos a partir de grandes bibliotecas combinatorias de
acidos nucleicos, se ligando com alta afinidade e especificidade aos alvos, sendo
amplamente utilizados para identificar e isolar células e moléculas funcionais
(STOLTENBURG et al., 2007). Existem varios modos para a producao de APT,
mas o mais utilizado se trata do Método de Evolucdo Sistematica dos Ligantes
por Enriquecimento Exponencial (SELEX, sigla em inglés) (DARMOSTUK et al.,
2015). O passo inicial do sistema SELEX € a sintese quimica in vitro de
nucleotideos aleatérios e sua respectiva ligacdo ao antigeno. Em seguida, as
moléculas ligadas sdo amplificadas e selecionadas para obter APT especificos
para o alvo (STOLTENBURG et al., 2007).

Apesar do seu uso estar consolidado na medicina, especialmente na
oncologia (para deteccédo e tratamento de determinados canceres) (ABRAHAM
et al., 2017), na odontologia a relacdo dos APT com processos regenerativos
tem comecado a ser pesquisada (ADJOMANDI et al., 2016; ZANG et al., 2018).
Sua abordagem varia desde a liberacdo continua de determinados farmacos e
fatores de crescimento (ASHRAFUZZAMAN, 2014) até sua ligacdo a tipos
celulares especificos, como os osteoblastos (ADJOMANDI et al., 2013; 2016).

A funcionalizacdo de SCA com agentes osteoindutores na regeneragao
O0ssea, como por exemplo os GF, é dada pela adsorcdo dessas proteinas
especificas ao substrato, objetivando atrair células efetoras e, dessa forma,
potencializar a osteogénese (VAQUETTE et al., 2018). Porém, a atuacao dessas
moléculas bioativas acaba néo sendo sitio especifico, além de apresentar meia-
vida curta (LO et al., 2012), o que pode repercutir numa atuacdo reduzida do
efeito local na fisiologia Ossea. Além disso, desvantagens clinicas foram
identificadas por dose/efeito ndo adequadamente individualizado e controlado
(SHIELDS et al., 2006). A utilizacdo de APT na funcionalizacdo de SCA pode ser
promissora — a molécula alvo propiciara ligacbes especificas as células e
proteinas de interesse. Além disso, possuem elevada estabilidade e baixa
imunogenicidade (MASCINI et al., 2012).

A capacidade dos APT para enriquecer biomateriais com moléculas alvo
tem sido demonstrada in vitro (GALLI et al., 2016; PARISI et al., 2017). Nestes,
o enriguecimento de diferentes SCA sintéticos com APT anti-FN levou a melhora
da adsorcéo de proteinas especificas, quantitativamente e qualitativamente,

além de aprimorar a adesdao celular. Além disso, o potencial de ligacdo dos APT
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foi demonstrado em células-tronco mesenquimais (CTM) (GUO et al., 2006) e
osteoblastos (ARDJOMANDI et al., 2016). Esses dados sugerem a possibilidade
de explorar esse método para ancorar moléculas desejadas na superficie dos
arcaboucos/biomateriais.

Assim, o objetivo deste trabalho é acessar o efeito de APT anti-FN
funcionalizados em um SCA impresso tridimensionalmente, a base de quitosana
e 20% de B-TCP, sobre a formacdo do coagulo e, consequentemente, na
osteogénese.
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Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar os padrées de coagulacéo fisioldgica
relacionados a SCA 3D enriquecidos com APT anti-FN e, além disso, ver o efeito
desta associacao nos eventos iniciais a formagédo 6éssea, em um estudo ex vivo
e in vivo. Neste trabalho, foi abordado um modelo ex vivo utilizando coagulo

fresco fisiologico formado em defeito critico criado em calvaria de ratos.
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CAPITULO 1: APTAMERO ANTI-FIBRONECTINA MODIFICA O PADRAO DO
COAGULO SANGUINEO E ESTIMULA A OSTEOGENESE. UM
ESTUDO EX VIVO.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Investigar os efeitos de SCA 3D funcionalizados com APT anti-FN na
formacéo do coagulo sanguineo;
e Verificar o efeito do coagulo sanguineo formado sobre os SCA no
comportamento das células osteoblasticas, linhagem UMR-106.
1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Institucional (processo numero 2018.1.247.58.7).

1.2.2. Confeccgéo do APT e dos SCA 3D

Para esse estudo, APT com cadeia (fita) simples de DNA (5- biotinTEG-
Aptamer-thiol-3’, ATWO0008, Base Pair- Biotechnologies, EUA) com 40
nucleotideos e 12.597,4 g/mol foram selecionados e rastreados contra a
fibronectina (FN) por meio da tecnologia SELEX. A sele¢éo do melhor clone que

se liga ao alvo exigiu um periodo de duas semanas.

A confeccdo dos SCA 3D a base de quitosana e 20% de Beta- tricalcio
fosfato (B-TCP) foi realizada em uma impressora 3D desenvolvida pela
Faculdade de Farmécia da Universidade de Parma (Parma, Itélia), produzindo
SCA com porosidade de 200 um, semelhante a das trabéculas 6sseas. Essa
parte da metodologia foi realizada pelo Departamento de Ciéncias Biomédicas,

Biotecnoldgicas e Translacionais da Universidade de Parma (Parma, Italia).
1.2.3. Funcionalizacdo dos SCA com APT

Essa etapa seguiu o protocolo como previamente descrito por Parisi e
colaboradores (PARISI et al., 2017). Primeiramente, os APT foram hidratados
com Resuspension Buffer (Base Pair- Biotechnologies®), resultando numa

solucdo de 2000 pg/mL. Previamente a funcionalizacdo do SCA, foi adicionado
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Reducing Buffer (1:1, Base Pair- Biotechnologies®) por 10 min, em Temperatura
ambiente (RT, sigla em inglés). Os APT utilizados continham uma pequena
cadeia de carbono contendo um disulfito ligado a extremidade 3’ e uma biotina
na extremidade 5. A solugdo Reducing Buffer, contendo cloridrato de Tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) 2 mM, pH 7,8, permitiu a reducéo da cadeia dissulfeto
ligada a extremidade 3' do APT, com a funcéo de liberar os grupos tiols capazes
de se ligarem a quitosana presente no SCA. Para eliminar o excesso de TCEP,
que é toxico para os ratos, a solucao foi purificada com colunas cromatograficas
para oligonucleotideos mini Quick Spin Oligo Columns (Roche Life Science,
EUA). Apos purificacdo, o APT foi quantificado no espectrofotbmetro Nanovue
Plus™ (GE Healthcare, UK) e posteriormente diluido em Folding Buffer (Base

Pair Biotechnologies®).

24 horas (hr) antes da funcionalizagcdo com o APT, SCA com 5 mm de
diametro e 4 mm de espessura foram colocados em uma placa de Petri e
desidratados em incubadora de camara de CO2 (Thermo Fisher Scientific, EUA).
Apés sua desidratacdo, os SCA foram colocados em placas de 96 pocos
(Corning, EUA) e funcionalizados por simples adsor¢do com 20 ug de APT
diluidos em Folding Buffer (Base Pair Biotechnologies®) por 17 hr. Passado esse
periodo, essa solugéo foi removida e adicionada o tamp&o PB (Invitrogen, EUA).
Para confirmar a funcionalizagcdo dos SCA, as solu¢des Folding Buffer e PB
foram quantificadas no espectrofotdmetro NanoVue Plus™ (GE Healthcare®)
(Figura 1). Se o valor emitido pelo equipamento estivesse préximo de zero, era
um indicativo de que o APT nao estava presente na solucédo e se aderiu aos

SCA, demonstrando a efetividade do procedimento.

ApOs 16 horas
(overnight)

Solu¢ao contendo 20 ug Solucao foi trocada por PB e
de APT foi adicionada ao quantificada em Nanodrop
poco da placa que para confirmar a
continha o SCA funcionalizagao (~ Oug/ml)

Figura 1. Etapas associadas a funcionalizagdo do SCA com APT anti-FN.
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1.2.4. Formacgao do coagulo sanguineo “fisiolégico”

Para a formacdo do coagulo ex vivo, foram utilizados ratos da raca
Hannover, machos, com idade de 12 semanas, adquiridos no Biotério Central da
Prefeitura do Campus da Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirdo Preto.
O protocolo experimental foi modificado e adaptado por Monroe e colaboradores
(MONROE et al., 2012). Inicialmente, os animais foram anestesiados com
Xilazina (10mg/Kg, Syntec, BRA) e Ketamina (80mg/Kg, Syntec®), via
intramuscular (IM). Apés terem atingido plano anestésico profundo, os animais
foram colocados em decubito ventral sobre a mesa cirdrgica, sendo realizada
tricotomia na derme adjacente ao cranio, seguida de antissepsia com PVPI e
uma incisdo semilunar com bisturi 15C (Solidor, BRA). A derme foi deslocada
junto com o periosteo usando o descolador Molt 2-4 (Hu-Friedy, ALE). Com a
calvaria exposta, para criacdo do defeito 6sseo foi utilizado um motor elétrico
BLM 500 VK (Driller, SP, BR), com um contra-angulo redutor 16:1 com
velocidade de 800 rotagdes por minuto (rpm), acoplado com uma broca trefina
com 5 mm de diametro (Quinelato, BRA) e irrigagdo abundante com solucdo
salina estéril. Durante a cirurgia, 0 segmento 6sseo foi removido delicadamente
com descolador Molt 2-4 (Hu-Friedy®), objetivando manter a dura-mater integra,
visto que essa membrana é rica em células progenitoras. Apés criacao do defeito
critico em calvaria, os SCA com e sem APT foram posicionados na loja 6ssea.

A inciséo foi suturada com fio Nylon 4.0 (Ethicon, EUA). Com a cirurgia
finalizada, o animal recebeu o analgésico cloridrato de tramadol Cronidor™ (2
mg/kg, Agener Unido, BRA), via subcutanea, sendo acompanhado até o retorno
dos seus reflexos corneanos e mantidos em gaiolas individuais para a formacao
do coagulo fisiolégico (PhC, sigla em inglés) no SCA inserido na calvaria.
Passado o periodo de 16 hr, os animais foram eutanasiados com sobredose
anestésica de Lidocaina a 10 mg/mL (0,7 mg/Kg) associada ao Tiopentato de
sodio 2,5% (150 mg/kg), via IM, para retirada do biomaterial juntamente com o
PhC e posterior ensaio ex vivo (Figura 2). O PhC removido da calvaria foi mantido
em PB (Invitrogen®) e direcionado para o cultivo celular para realizagcdo dos

experimentos (Figura 3).
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Figura 2. Esquema ilustrando o resultado da funcionalizacdo com APT anti-FN, mostrando sua adsor¢éo sobre os
filamentos do SCA (A). Apds a funcionalizagdo, o SCA foi inserido nos defeitos criticos criados em calvéria de ratos por

16 horas para a formagédo do PhC (B). Ap6s esse periodo, o PhC juntamente com o SCA era removido e direcionados
para o cultivo celular dos osteoblastos (OSB), caracterizando o ensaio ex vivo (C).
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Figura 3. Ensaios ex vivo realizados para o desenvolvimento do capitulo 1.

1.2.5. Ensaio ex vivo
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1.25.1. Citometria de fluxo

A caracterizacao da populagao celular presente no PhC formado sobre o SCA
com e sem APT foi realizada citometria de fluxo no Laboratério de Imagens de
Alta Resolucdo e Estudos Celulares (LIAREC) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Inicialmente, o PhC foi formado
conforme descrito anteriormente no protocolo cirdrgico. Em seguida, o PhC foi
lavado gentilmente com tampéao fosfato (PB, sigla em inglés, Gibco®) em placa
de 24 pocos (Corning®), RT. Para remover as células do PhC aderidas ao SCA,
o substrato (SCA+PhC) foi tratado com 0,25% de tripsina (Gibco®) por 5 minutos
(min), & RT. O bloqueio da atividade enzimética da tripsina foi realizado com o
Meio Eagle Dulbecco Modificado (D-MEM, sigla em inglés) (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)(Gibco®), a RT. As células
removidas foram adicionadas em tubo Falcon de 15 mL (Corning®) e
centrifugadas a 2000 rpm por 5 min. O “pellet” formado no tubo foi tratado com
a solucdo de tampdo de lise para hemacias RBC Lysis Life eBioscience™
(Thermo Fisher Scientific®), por 10 min, RT. As células restantes (globulos
brancos) foram separadas em tubos Falcon para citometria de fluxo (BD-

Biosciences Inc, EUA) na densidade de 1 x 10° células/tubo.

Para caracterizacdo das células do PhC foram utilizados os anticorpos
primarios monoclonais anti-CD45 (1pg/1x10® células, CD45/PE, BD-
Biosciences®), anti-CD90 (1ug/1x10°® células, CD90/FITC, BD-Biosciences®),
anti-CD34 (1ug/1x10° células, CD34/PE- Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-
CD44 (1ug/1x1068 células, CD44/FITC, BD-Biosciences®), anti-CD42 (1ug/1x10°
células, CD42/FITC - BD-Biosciences®) e anti-CD61 (células 1pg/1x1069,
CD61/FITC, BD-Biosciences®). Eles foram diluidos em PB (Gibco®) e incubados
por 30 min, RT. Os antigenos selecionados sdo marcadores de superficie
especificos para linfécitos T e B, CTM, células progenitoras hematopoiéticas,
leucocitos, plaquetas e fator de Von Willebrand de células endoteliais,
respectivamente. Em seguida, as amostras foram fixadas com Paraformaldeido
4% (Merck Millipore, USA), diluidas em PB (1:1, Gibco®) e avaliadas pelo
citbmetro de fluxo BD FACsCanto™ Il (BD Biosciences®). As analises foram

realizadas pelo software BD FACSDIVA (BD Biosciences®) e os resultados
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foram dados em porcentagem de células marcadas e média da intensidade de

fluorescéncia (IF) para cada anticorpo.
1.2.5.2. Cultivo dos OSB sobre o substrato formado

Apés atingir confluéncia em torno de 80% nas garrafas de cultivo celular, as
células foram removidas dos frascos de cultura por dissociacdo enzimatica por
meio do tratamento com EDTA 1 mM (Gibco, EUA) e tripsina 0,25% (Gibco®),
sendo posteriormente contadas em microscépio invertido, com auxilio de um
hemocitémetro (Thermo Fisher Scientific®). As células foram cultivadas sobre os
SCA contidos em placas de 96 pocos (Corning®), na densidade de 5x10%
células/poco, e cultivadas em meio de cultivo D-MEM contendo 10% de SFB, 5
pug/mL de acido ascoérbico e 7 mM de beta-glicerofosfato, sendo mantidas em
atmosfera imida com 5% de CO? e 95% de ar atmosférico.

1.2.5.3. Viabilidade celular por MTT

Para checar a viabilidade celular dos OSB cultivados sobre o PhC formado nos
SCA com e sem APT foi utilizado o ensaio colorimétrico MTT {brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma®), um sal que € reduzido por
proteinases mitocondriais, ativas apenas em células viaveis (MOSMANN, 1983).
Esse ensaio foi realizado por 72 h, sendo esse 0 momento ideal para checar a
viabilidade celular (BOCCAFOSCHi et al., 2015). Aliquotas de MTT a 5 mg/mL
em PBS (Invitrogen®) foram preparadas e adicionadas ao meio de cultivo com
0s SCA, ficando numa concentracdo a 10% por 4 hr a 37 °C, sendo mantida em
atmosfera umida contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Apés esse
periodo, as culturas foram lavadas com 1 mL de PB (Invitrogen®) aquecido. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de solucdo de isopropanol acido (100 mL de
isopropanol e 134 pL de HCI) em cada pogo sob agitacdo por 5 min, para a
solubilizacdo completa do precipitado formado. Aliqguotas de 200 pyL desse
precipitado foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de 96 pogos para
medicao colorimétrica no espectrofotdmetro pQuanti (BioTek Instruments, Inc.,

EUA) no comprimento de onda a 570 nm.

1.2.5.4. Microscopia eletrénica de varredura
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A morfologia do OSB e do PhC foi acessada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) no Laboratério de Microscopia Eletrénica Multiusuario (LMME)
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP).

Inicialmente, o PhC e os OSB cultivados sobre os SCA com e sem APT
foram mantidos por 72 h em meio de cultivo, como citado anteriormente. O
substrato formado sobre o SCA foi fixado em solucéo de glutaraldeido 2,5% em
tampdao cacodilato 0,2 M. Os grupos experimentais investigados foram quatro:
SCA+PhC, SCA+APT+PhC, SCA+PhC+OSB e SCA+APT+PhC+0OSB. As
amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol (30%,
50%, 70%, 90%, 95% e absoluto, Merck Millipore®) e metalizadas com banho
de ouro por 120 segundos por Bal-Tec SCD 050 (Baltec, EUA). A aquisi¢ao das
imagens nos respectivos grupos foi realizada pelo equipamento SEM Jeol JSM
-6610 LV (Jeol, JP) com resolucéo de 5,0 mm a 25kV, WD10mm e ampliacdo de
x15 a x200.000.

1.2.5.5. Deteccdo de acumulos de célcio (formacdo de matriz

mineralizada)

Os OSB cultivados sobre os SCA+PhC e SCA+APT+PhC por 7 e 10 dias foram
lavados com solucao de Hanks, fixados em etanol a 70 % por 60 min (4 °C) e
lavados com PBS e 4gua bidestilada. Em seguida, foram corados com coloracéo
de vermelho de Alizarina (ARS, sigla em inglés) a 2 %, pH 4,2 por 15 min (RT),
lavadas com PBS e 4&gua bidestilada, e deixadas secar em RT.
Morfologicamente, as propor¢des de areas marcadas com ARS foram avaliadas
pelo programa Leica QWin (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, ALE), por meio
da deteccdo de cor por intensidade, a partir de imagens obtidas no
estereomicroscépio Leica MZ6 (Leica®), objetiva de 8X, utilizando a camera
Leica DC300 F (Leica®) de 1,3 MPixel de resolucdo. Bioquimicamente, 0s
acumulos de célcio foram quantificados pelo método de extracdo da ARS
(GREGORY et al. 2004). Em cada poco da placa de 96 pocos (Corning®)
contendo as amostras coradas com ARS, foram adicionados 280 uL de acido
aceético a 10%, sob agitacdo suave por 30 min. A camada de células removida
com um raspador e o SCA foram transferidos juntamente com a solucéo &cida

para tubos de 1,5 mL tipo Eppendorf (Axygen, EUA) e agitada em vortex por 30
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s. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 85 °C por 10 min, resfriadas em
gelo por 5 min e centrifugadas a 13.000 g por 20 min. De cada grupo
experimental foram transferidos 100 yL de sobrenadante para uma placa de 96
pocos (Corning®) e adicionados 40 pL de hidroxido de aménio a 10% em cada
poco. As amostras foram lidas no espectrofotbmetro pQuanti (BioTek
Instruments Inc., EUA), a 405 nm. A curva padréo foi realizada com dissolu¢cdes
sucessivas de ARS de 0,5 a 3 mM em acetato de aménio (acido acético a 10%
e hidroxido de amonio a 5 M).

1.2.5.6. Morfologia celular e analise tridimensional de substrato por

microscopia confocal

Esta metodologia foi utilizada para verificar a marcacéo da fosfatase alcalina
(ALP) e sialoproteina é6ssea (IBSP) nos OSB (UMR-106) cultivados sobre
SCA+PhC e SCA+APT+PhC, sendo o protocolo adaptado de De Oliveira e Nanci
(DE OLIVEIRA & NANCI, 2004). Apos 10 dias, os OSB cultivados sobre o
substrato foram lavados com PB (Gibco®) e fixados com paraformaldeido a 4%
a 0,1 M diluido em PB, pH 7,2, por 10 min, a RT. As células da membrana foram
permeabilizadas com solucéo de Triton x-100 a 0,5% em PB (Gibco®) por 10
min, seguido de bloqueio com leite desnatado a 5% em PB por 30 min. Para
deteccdo da ALP e IBSP, os anticorpos monoclonais primérios anti-ALP (coelho,
1:100, Bioss, EUA) e anti-BSP (camundongo, 1:200, DSHB, EUA) foram
incubados por 60 minutos em RT. Para deteccdo dos anticorpos primarios foram
utilizados os anticorpos secundarios anti-coelho Alexa Fluor 594 (1:200,
Molecular Probes, EUA) e anti-camundongo Alexa Fluor 488 (1:200, Molecular
Probes®), diluidos em PB, por 50 min & RT. O nucleo da célula foi marcado com
DAPI (Molecular Probes®) a 300 nM por 5 min. Os SCA foram montados entre
duas laminulas de vidro com 24x32mm (Knittel Glass, ALE) usando o meio de
montagem anti-fade Vectashield™ (Vector Laboratories, EUA). As amostras
foram examinadas no Laboratorio Multiusuario de Microscopia Multifoton
(LMMM) da FMRP-USP pelo sistema de imagem de microscopia multifotbnica
usando o Microscopio Multiféton Zeiss LSM 7MP (Carl Zeiss, ALE), usando uma
objetiva W Plan-Apochromatica 10x e 40X /1.0 (Carl Zeiss®) e sistemas a laser
Ti: Saphire Chameleon Vision Il (Coherent Inc., EUA). Para a formagédo de
imagens 2D (X e Y) e 3D (X, Y e Z) foram adquiridas 30 imagens em um plano
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vertical (eixo z) ao longo de 100 um de espessura. A quantificacdo de ALP e BSP
em diferentes grupos experimentais foi acessada em imagem 2D pela
ferramenta "Straight Lines" do software ImageJ (software de dominio publico,
desenvolvido por Wayne Rasband (NIMH, NIH, Bethesda, MD, EUA,
http://rsbweb.nih .gov/ij/). Em cada grupo foram selecionadas 50 células. Os

resultados foram obtidos a partir da intensidade de fluorescéncia de cada célula.
1.2.5.7. Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Apés 5 dias do cultivo dos OSB sobre os SCA+PhC e SCA+APT+PhC em uma
placa de 24 pocos, os SCA foram lavados com solucédo de PB (Gibco®). Em
seguida, 1 mL do reagente TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific®) foi adicionado
em cada poco por 10 min (RT) para coleta do RNA. Apés a adigédo do TRIzol™,
a amostra foi transferida para um tubo de 1,5 mL (Axygen Scientific Inc., EUA),
e 200uL de cloroférmio (Merck Millipore®) foram adicionados por 5 min e,
sequencialmente, centrifugados a 4°C e 12000g por 15 min. A fase aquosa
(superior) foi coletada em novos tubos de 1,5 mL (Axygen Scientific®) e 250uL
de etanol 96% (Merck®) foram adicionados para posterior extracao e purificacao
do RNA em colunas de silica gel do kit SV Total RNA Isolation System (Promega,
EUA). O protocolo de extracdo total do RNA seguiu as recomendacfes do
fabricante do kit. A concentracdo e pureza de RNA foram verificadas por
espectrofotometria no Espectrofotometro NanoVue Plus™ (GE Healthcare, EUA).

A primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada a partir de 1
pug de RNA total no termociclador Master Cycle Gradient (Eppendorf, ALE) por
meio da reacdo com a enzima transcriptase reversa do High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA). O RT-PCR foi realizado
usando o sistema TagMan (Life Technologies®) no aparelho QuantStudio™ 7
Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems®). A expressao dos genes alvos
envolvidos nos processos de diferenciacdo de osteoblastos foi determinada
utilizando o método 2-AACT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). A expresséo
génica dos marcadores osteoblasticos avaliados foram: Fosfatase Alcalina (Alpl,
sigla em inglés), Fator de Transcrigcdo Relacionado ao Runt 2 (Runx2, sigla em
inglés), Osteocalcina (Bglap, sigla em inglés), Sialoproteina Ossea (lbsp, sigla

em inglés) e Fator de Crescimento Transformador beta 1 (Tgf-87, sigla em inglés)
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(Tabela 1). As reacdes foram realizadas em quadruplicata com volume final de
10 yL por pogo na placa MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction (Applied
Biosystems®) e uma quantidade de cDNA correspondente a 50 ng de RNA total
diluido no reagente TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Aplicado
Biosystems®). Como controle enddégeno, avaliou-se a estabilidade da expressao

da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh, sigla em inglés).

Tabela 1 — Sondas TagMan (Thermo Fisher Scientific) usadas no ensaio de RT-
PCR no estudo ex vivo.

Simbolo Nome do Gene Ensaio TagMan
do Gene

Runx2 Fator de Transcricdo Relacionado ao Runt2 | Rn01512298 m1l

Alp Fosfatase alcalina do figado/osso/rim Rn01516028- m1l
Bsp Sialoproteina Ossea Rn00561414 m1l
Bglap Proteina Ossea Contendo Acido Gama- Rn00566386_g1

carboxiglutamico (Osteocalcina/oc)
Tgf-B1 Fator de Crescimento Transformador beta Rn00572010_m1
Gapdh Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase Rn99999916 sl

1.2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., EUA). A normalidade da distribuicdo dos dados foi
checada utilizando o teste Shapiro-Wilk (p > 0,05). Para observar as diferencas
entre os grupos investigados, foram realizados testes paramétricos t de Student
ou ndo paramétricos de Mann-Whitney. O nivel de significancia foi p < 0,05 para
todos os testes. Os resultados foram expressos textualmente e em graficos com
média ou mediana e desvio padrdo (média * erro padrdo) ou desvio

interquartilico (mediana * interquartilico).

1.3. RESULTADOS

1.3.1. CD90, CD45 e CD44 séao mais expressos no PhC formado no SCA
com APT
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A caracterizacao das células presentes no PhC foi verificada usando marcadores
de superficie de agrupamento de diferenciacao (CD, sigla em inglés) para CTM
(CD90), leucocitos (CD45), células progenitoras hematopoiéticas (CD34),
leucécitos (CD44), plaguetas (CD42) e para fator von Willebrand, endotelial,
mieldide e células de osteoclastos (CD61). A populacéo celular selecionada foi
semelhante em cada grupo, variando em tamanho e complexidade das células

presentes no PhC formadas nos SCA. (Figura 4.A).

O grupo SCA+APT+PhC apresentou elevada marcacao para CD90 (p =
0,0119; 9,633 + 0,6360), CD45 (p = 0,0004; 82,20 + 6,605) e CD44 (p < 0,0001;
15,15 £ 7,283) quando comparado ao grupo SCA+PhC (CD90 = 3,950 + 0,8500;
CD45 = 4,467 £ 2,805; CD44 = 6,700 + 1,556) (Figura 4.B). A porcentagem de
células para CD90, CD45, CD34, CD44, CD42 e CD61 no grupo SCA+PhC foi
de 3,95%, 5,45%, 2,15%, 70%, 8,35% e 3,80%, enquanto no grupo
SCA+APT+PhC foi 9,10%, 85,40%, 2,30%, 15,15%, 8,00% e 3,10% (Figura 4.C).
A marcacao observada para CD34 (p =0,9688; 2,667 + 0,4702 / 2,633 + 0,6489),
CD42 (p = 0,9547; 8,500 + 1,550 / 8,350 + 1,850) e CD61 (p = 0,5862; 3,8 +

0,60,8876) nédo teve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

1.3.2. O APT proporcionou a formacédo de um PhC rico em células brancas

sanguineas

As eletrofotomicrografias adquiridas na MEV permitiram a verificagdo da
morfologia de PhC e dos OSB em SCA funcionalizados ou ndo com APT (Figura
4.D). No grupo SCA+PhC houve a predominancia de células sanguineas
vermelhas (RBC, siglas em inglés), especificamente os eritrocitos/glébulos
vermelhos (cabeca de seta, Figura 4.D.9), enquanto h& claramente uma
predominancia de células sanguineas brancas (WBC, sigla em inglés) no grupo
SCA+APT+PhC (cabeca de seta, Figura 4.D.10). A prevaléncia de mais
leucécitos no PhC formado nos SCA funcionalizados com APT corrobora os
achados observados na citometria de fluxo. No grupo SCA+PhC+0SB, algumas
células sanguineas e OSB (seta, Figura 4.D.11) foram observados em uma
malha de fibrina densa (cabeca de seta, Figura 4.D.11). Por outro lado, no

SCA+APT+PhC+0OSB foi observada maior quantidade de células brancas e
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esféricas, com o mesmo padrao morfolégico, numa malha de fibrinarica em MEC
(cabeca de seta, Figura 4.D.12).
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Figura 4. (A) - Dot-plot mostrando as populacdes celulares detectadas no PhC formado nos grupos experimentais
avaliados por citometria de fluxo. A populagdo de células selecionadas no PhC formada sobre os SCA foi semelhante
em cada grupo, variando em tamanho e complexidade das células; (B) - Grafico mostrando maior expresséo de CD90
(*), CD45 (**) e CD44 (***) em SCA+APT+PhC quando comparado a SCA+PhC; (C) - Histogramas mostrando a média
em percentual de células marcadas para CD90, CD45, CD34, CD44, CD42 e CD61 em cada grupo; (D)
Eletrofotomicrografias mostrando os grupos SCA+PhC (D.1, D.5, D.9), SCA+APT+PhC (D.2, D.6, D.10), SCA+PhC+0OSB
(D.3, D.7, D.11) e SCA+APT+PhC+0SB (D.4, D.8, D.12) nos aumentos de 100x (D.1-D.4), 1000X (D.5 - D .8) e 2000x
(D.9 — D.12). Cabega de seta (D.9-D.12) e seta (D.11) mostrando diferentes tipos de células nos PhC formados sobre os
SCA. Escala: 10 um e 100 pm. Valor da significancia: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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1.3.3. APT néo interfere na viabilidade das células OSB e PhC

A viabilidade do OSB e do PhC apds 72 horas de cultivo sobre os SCA com e
sem APT néo tiveram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
SCA+PhC+0OSB (p = 0,7992; 1,153 £ 0,2241) e SCA+APT+PhC+0OSB (1,249 +

0,2867) (Figura 5.A) - APT néo interferiu negativamente na viabilidade celular.
1.3.4. Expressao génica do TGF-B1 foi elevada no grupo APT

O gene Tgf-B1 foi mais expresso no grupo SCA+APT+PhC+0OSB (p= 0,0265;
6,835 + 5,328) quando comparado ao grupo SCA+PhC+OSB (1,019 £ 0,03734)
(Figura 5.B). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a
expressdo dos genes para Alpl (p = 0,6318; 1,365 + 0,4888 / 0,9458 + 0,6715),
Runx2 (p = 0,6470; 1,045 + 0,3387 / 0,8037 £ 0,3699), Bglap (p =0,8198; 0,2673
+0,2448/0,1931 +£0,193) e Ibsp (p =0,9615; 0,7958 + 0,1118/0,8330 + 0,6154).

1.3.5. O APT néo interferiu na formacao da matriz mineralizada

A formacdo de depédsitos de matriz mineralizada nos OSB em diferentes
substratos foi avaliada ap6s 7 e 10 dias de ensaio ex vivo. Nesses periodos
experimentais (Figura 5.C e 5.D) ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas entre SCA+PhC+0OSB (7 dias - p = 0,4627; 0,6397 + 0,08218/ 10
dias - p = 0,7633; 0,5620 + 0,07755) e SCA+APT+PhC+0OSB (7 dias - 0,7093 *
0,02488/ 10 dias - 0,5367 £ 0,01273) — o APT ndo melhorou os padrdes de

mineralizacao.
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Figura 5. (A) — Resultados do ensaio de MTT; (B) — Gréaficos mostrando os resultados de RT-PCR, evidenciando
diferenca na expressao génica do Tgf- 87 (*) entre os grupos investigados; (C) — Ensaio de mineralizagdo em 7 dias; (D)-

Ensaio de mineralizagdo em 10 dias. Valor da significancia: * p <0.05.

1.3.6. Aimunomarcacgédo da ALP e da IBSP foi elevada no grupo APT

A microscopia multiféton forneceu imagens 2D e 3D do substrato formado no
SCA (Figura 6) ap6s 10 dias de cultura de células OSB. Morfologicamente
(Figura 6.A e 6.B) e tridimensionalmente (Figura 6.C), o grupo APT apresentou
maior densidade celular e mais fluorescéncia dos marcadores osteoblasticos em
relacdo ao grupo sem APT (Figura 6.G - 6.1). A ALP apresentou aspecto

granulomatoso em ambos o0s grupos (Figura 6.E e 6.K). No grupo
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SCA+APT+PhC+0SB, a marcacéo foi mais intensa, permitindo claramente a
identificacdo da morfologia celular e a localizacdo dos OSB sobre os SCA. A
imunoexpressao da IBSP em ambos os grupos (Figuras 6.F e 6.L) foi menos
intensa quando comparada a ALP, se apresentando de forma dispersa e
irregularmente distribuida sobre o SCA, com alguns pontos especificos de

intensidade.

Quantitativamente, o APT proporcionou maior imunomarcagao da ALP (p
< 0,0001; 151,6 + 5,124) (Figura 6.M) e da IBSP (p = 0,0002; 38,43 + 4,289)
(Figura 6.N) nos OSB quando comparado ao grupo SCA+PhC+OSB (ALP =
80,70 £+ 7,550; BSP = 18,17 + 2.530).
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Figura 6. Imagens de imunofluorescéncia obtidas em microscopia multiféton nas objetivas de 5x (A e G) e 20x (B e H)
mostrando a morfologia dos OSB sobre o PhC formado em SCA funcionalizado (A-F) e néo funcionalizado (G-L) com
APT. Imagens 3D dos OSB sobre o PhC formado nos SCA com (C) e sem APT (l), ilustrando mais densidade dos OSB
no grupo com APT. O nlcleo da célula foi marcado com DAPI (D e J), ALP com Alexa Fluor 594 (E e K) e IBSP com
Alexa Fluor 488 (F e L). A imunoexpressdo da ALP (M) e IBSP (N) no grupo SCA+APT+PhC+0OSB foi maior quando
comparado ao grupo SCA+PhC+OSB. Escala: 20 um e 50 um e. Valor da significancia: *** p <0,001.
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1.4. DISCUSSAO

Nesta pesquisa foi verificado o efeito de SCA 3D funcionalizados com APT anti-
FN na formagdo do codgulo sanguineo e, adicionalmente, na osteogénese. Os
resultados mostraram que o APT levou a melhora nos padrées de coagulacao,
exibindo maior expressao de CTM (CD90), linfécitos (CD45) e leucécitos (CD44).
Os achados da MEV revelaram evidente predominancia de células sanguineas
brancas em uma malha de fibrina enriquecida com uma MEC. Além disso, a
funcionalizagédo do SCA resultou na elevada marcacgéo da ALP, IBSP e do gene
Tgf-B1 nos OSB cultivados sobre o PhC.

O uso do SCA a base de quitosana nesta investigacao foi realizado por
se tratar de um biomaterial altamente hidrofilico, com excelentes propriedades
biolégicas (PEPPAS et al., 2000) para a elaboracdo de SCA 3D direcionados a
regeneracao 6ssea (SU et al., 2014; MAJI et al., 2016; PARISI et al., 2017).
Nesse contexto, a funcionalizacao de biomateriais 3D tem sido proposta, visando
a absorcao de moléculas especificas na superficie, na tentativa de modificar sua
bioatividade e fisiologia (RANA et al., 2017). Inspirados no hematoma criado
durante a cicatrizacdo tecidual, a biomimética envolvendo hidrogéis voltados
para a engenharia tecidual atraem interesses significativos no desenvolvimento
de biomaterial 6sseo funcional (YANG & XIAO, 2020).

Aqui, a funcionalizacdo com APT anti-FN foi proposta pois essa
glicoproteina esta amplamente disponivel no plasma sanguineo, auxiliando
especialmente na agregacéao plaguetaria e na fibrinogénese (WANG & NI, 2016;
XU et al., 2016). Por outro lado, a FN ir4 reforcar a formac&o da malha de fibrina
que serviraA como suporte para 0 recrutamento de células progenitoras
(SCHULTZ et al.,, 2009). Além disso, essa importante proteina da MEC é
indispensavel em muitos processos fisioloégicos (CHATAKUN et al.,, 2014;
HALPER & KJAER, 2014), sendo conhecida por participar dos estagios iniciais
da osteogénese (RAHMAN et al., 2005; FAIA-TORRES et al., 2015).

Em estudos voltados para regeneracao e biomateriais, o ensaio de MTT
€ utilizado exclusivamente para verificar a toxicidade de determinados
biomateriais sobre as células investigadas (RISS et al.,, 2016). A quitosana
apresenta boa compatibilidade, pH ideal e excelente contratibilidade para que as
células sanguineas venham a aderir adequadamente ao material (HOEMANN et

al., 2017). Conforme observado neste estudo, o SCA tornou o microambiente
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propicio a viabilidade celular tanto do PhC quanto dos OSB. Portanto, a adsorcao
de APT ao SCA nao gerou toxicidade ao biomaterial.

A utilizagdo do coagulo sanguineo formado em modelo animal permitiu a
formacdo do PhC. Este método permitiu o orquestramento simultdneo da
resposta imune juntamente com a cascata de coagulacdo do hospedeiro.
Existem modelos ex vivo de formacéo do coagulo, onde o sangue é coletado e
imediatamente adicionado ao SCA (FAM et al., 2021). No entanto, 0s eventos
celulares associados a coagulacdo que acontece in vivo acabam sendo
negligenciados. Neste estudo, o PhC foi criado em defeitos de calvaria de ratos,
propiciando o recrutamento de células progenitoras, de células imunes e a
liberagdo inicial de fatores de crescimento relacionados. Na sequéncia, esse
construto foi transportado para analise. Com isso, buscou-se investigar como o
processo associado a formacédo do coagulo mimetiza um microambiente pro-
reparativo.

Observou-se que o APT induziu a prevaléncia de CTM (CD90) no PhC.
As CTM podem se diferenciar em tipos celulares especificos (BEERAVOLU et
al., 2017) e levar a secrecao de varias citocinas e quimiocinas que contribuem
para a diferenciacdo dos OSB (HOCKING & GIBRAN, 2010). Essa sinalizacéo
paracrina pode influenciar células residentes, promovendo efeitos
imunomoduladores (KIM et al., 2013), anti-apoptéticos e antioxidantes (KIM et
al., 2018). Assim, a deteccéo expressiva de CTM no PhC formado nos SCA com
APT pode, além de recrutar tipos celulares associados ao reparo tecidual,
potencializar a liberacdo de GF substanciais para osteoimunologia.

Outro fator visto na citometria foi também a predominancia de linfocitos
(CD45) e leucécitos (CD44) no PhC sobre o SCA com APT. A CD45 é uma
proteina receptora da tirosina fosfatase, um regulador essencial das células T e
B, protagonistas na mediacdo do sistema imune inato (RHEINLANDER et al.,
2018). A CD44 é uma glicosaminoglicana que participa das interacdes celulares
com a MEC, dentre elas a ades&o, motilidade e proliferagdo (RAZINIA et al.,
2017). Os leucodcitos sao células normalmente presentes na rede de fibrina,
sendo uma fonte significativa de citocinas e GF, podendo atuar sinergicamente
com as plaquetas presentes no coagulo sanguineo (PONTA et al., 2003). Além
disso, alguns estudos relatam o papel da CD44 na rigidez da MEC (RAZINIA et
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al., 2017). Em conjunto com varios tipos de células, incluindo as CTM e os
linfécitos, os leucdcitos participam do processo de cicatrizagao.

Os resultados da MEV corroboraram com os achados da CF. A morfologia
do PhC formado no SCA com APT mostrou um coagulo enriquecido com uma
malha de fibrina composta principalmente por diferentes tipos celulares. Como
visto na imagem 3D na microscopia multiféton, o mesmo grupo evidenciou mais
OSB sobre 0 PhC. Isso possivelmente criarda um microambiente celular propicio
a expresséao de genes associados a osteogénese, dentre eles o Tgf-31.

A funcionalizacdo com APT resultou em maior expressao do gene Tgf-817,
como observado no RT-PCR. O Tgf-81 € um polipeptideo quimiotatico voltado
para o recrutamento de macréfagos e fibroblastos (CHEGINI, 2010), além de
possuir alta afinidade com proteinas da MEC, como a FN (ROBERTSON et al.,
2015). Essa relacéo Tgf-B87/MEC influencia diretamente na diferenciacéo celular
(WU et al.,, 2016), sendo isso imprescindivel nas vias de sinalizacdo da
osteogénese (ELSAFADI et al, 2019). Além disso, células que estdo
normalmente presentes na rede de fibrina, como os leucdcitos e as plaquetas,
sao riquissimas fontes de GF (GRAINGER et al., 2000). Assim, o Tgf-B71 foi mais
expresso no PhC formado sobre o SCA com APT, podendo proporcionar a
liberacdo deste GF pelos leucdcitos e plaquetas presentes na rede de fibrina,
atuando diretamente na deposicado de MEC e na osteodiferenciacao.

ALP é fundamentalmente conhecida como um ativador da diferenciacéo
dos OSB, iniciando o mecanismo de mineralizacdo da MEC (VIMALRAJ, 2020).
Essa metaloenzima é facilmente encontrada na superficie celular e na matriz
vesicular de alguns tecidos (SILLER & WHYTE, 2018). Quando ativada, induzira
a deposicdo da hidroxiapatita (HA) por vesiculas que atravessam a membrana
celular, liberando a HA na MEC (GOLUB & BOESZE-BATTAGLIA, 2007). A
adesdo da HA ao colageno e sua maturacdo sera intermediada por proteinas
presentes na MEC, como a IBSP. Esta fosfoproteina anibnica ird mediar o
comportamento dos OSB e consolidar a deposicédo da matriz mineralizada ao
colageno (HOLM et al., 2015). A imunofluorescéncia realizada nesta pesquisa
mostrou maior imunomarcacdo da ALP e da IBSP no grupo APT.

Por outro lado, ao analisar a formagédo da matriz mineralizada por ARS,
em 7 e 10 dias, ndo houve diferenca entre os grupos. Uma explicacéo para esse

fato é que, possivelmente, as células do PhC entraram em competicdo com 0s
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OSB, retardando a deposicdo de minerais que poderiam ser vistos em um
periodo posterior a 10 dias.

Apesar das limitacbes desta pesquisa, € possivel inferir que o
enriquecimento de SCA 3D com APT anti-FN modifica os padrbes de
coagulacéo, favorecendo o comportamento osteoblastico em ensaios ex vivo
amplificando efeitos positivos na osteodiferenciacéo. A adsorcéao de APT anti-FN
em biomateriais 3D apresenta caracteristicas promissoras para

osteoimunomodulacdo e microambiente pré-inflamatorios.

1.5. CONCLUSOES

e O ensaio ex vivo, a partir da formacédo do coagulo fisiolégico em defeito
critico criado em calvaria de ratos, apresenta-se como alternativa
interessante para tornar os resultados em linhagens celulares
osteoblasticas mais proximo dos que acontecem em estudos in vivo;

e O APT funcionalizado nos SCA 3D melhora o padréo de coagulacao,
levando a formacdo de uma densa rede de fibrina enriquecida com
células progenitoras e imunoinflamatérias;

e O PhC formado sobre os SCA funcionalizados com APT provoca
elevada detecgédo da ALP, da IBSP e do TGF-18, podendo favorecer a
osteodiferenciacéo dos OSB.
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CAPITULO 2: PERFIL TRANSCRIPTOMICO E ONTOLOGICO
DESENCADEADO POR SCA 3D FUNCIONALIZADOS
COM APTAMEROS  ANTI-FIBRONECTINA  NA
OSTEOIMUNOLOGIA.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Verificar, in vitro, a atuacdo de SCA 3D enriquecido com APT anti-FN nos
eventos celulares e na diferenciacao osteoblastica;

e Verificar in vivo 0s eventos iniciais associados a formacao 6ssea e o perfil
transcriptbmico desencadeado por SCA 3D funcionalizados com APT
anti-FN.

2.1. MATERIAL E METODOS
2.1.1. Confeccdo do APT e dos SCA 3D

O APT e o SCA utilizados para o desenvolvimento deste capitulo foram obtidos

como descrito anteriormente no item 1.2.1.
2.1.2. Funcionalizacdo dos SCA com APT

Essa etapa seguiu o protocolo como previamente descrito no item 1.2.2. Os

ensaios realizados neste capitulo foram in vitro e in vivo (Figura 7).
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Figura 7. Delineamento experimental das andlises desenvolvidas nos ensaios in vitro e in vivo no capitulo 2.

2.1.3. Ensaio In vitro
2.1.3.1. Cultivo dos OSB sobre os SCA

ApOs atingir confluéncia em torno de 80% nas garrafas de cultivo celular, as
células foram removidas dos frascos de cultura por dissociacdo enziméatica por
meio do tratamento com EDTA 1 mM (Gibco®) e tripsina 0,25% (Gibco®), sendo
posteriormente contadas em microscopio invertido, com auxilio de um
hemocitdmetro (Thermo Fisher Scientific®). As células foram cultivadas sobre os
SCA funcionalizados ou ndo com APT localizados em placas de 96 pocos
(Corning®), na densidade de 5x10* células/poco, e cultivadas em meio de cultivo
D-MEM contendo 10% de SFB, 5 pg/mL de acido ascorbico e 7 mM de beta-
glicerofosfato, sendo mantidas em atmosfera tmida com 5% de CO? e 95% de

ar atmosférico.

2.1.3.2. Viabilidade celular por MTT
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A viabilidade celular dos OSB cultivados sobre os SCA com e sem APT foi
verificada pelo ensaio colorimétrico MTT, como descrito no item 1.2.5. do

capitulo 1.
2.1.3.3. MEV

A morfologia do SCA e dos OSB foi explorada por MEV no LMME da
FMRP-USP, seguindo o protocolo descrito no item 1.2.6. desta tese.
Os grupos experimentais investigados foram dois: SCA+OSB e
SCA+APT+OSB.

2.1.3.4. Deteccdo de acumulos de calcio (formacdo de matriz

mineralizada)

Os OSB cultivados sobre os SCA e SCA+APT por 7 e 10 dias foram analisados

usando o0 mesmo procedimento laboratorial descrito no item 1.2.7.
2.1.3.5. Imunofluorescéncia da ALP e IBSP em microscopia confocal

Esta metodologia foi utilizada para verificar a marcacdo da ALP e IBSP nos OSB
(UMR-106) cultivados sobre SCA+PhC e SCA+APT+PhC, sendo o método
utilizado exatamente igual ao detalhado no item 1.2.8. Imagens 2D foram
adquiridas a partir de 30 imagens adquiridas em um plano vertical ao longo de
100 um de espessura. A quantificacdo de ALP e IBSP foi realizada pelo software
ImageJ (NIMH, EUA). Em cada grupo foram selecionadas 50 células. Os

resultados foram obtidos a partir da intensidade de fluorescéncia de cada célula.

2.1.4. Ensaios In vivo

2.1.4.1. Delineamento experimental

Com o objetivo de associar os ensaios in vitro e in vivo, foi verificado o efeito da
funcionalizacdo dos SCA com APT aos eventos iniciais associados a formacéo
O0ssea em defeitos criticos criados em calvaria de ratos. Nesta etapa, foram
utilizados 32 ratos Hannover, machos, com idade de 12 semanas, adquiridos no

Biotério Central da Prefeitura do Campus da USP de Ribeirdo Preto.

O calculo de tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad

Prism 5.0 (GraphPad Software®). O tamanho amostral ideal utilizado para
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assegurar poder de 80% na analise estatistica dos dados obtidos neste estudo
foi calculado considerando as diferencas das médias e desvio-padrao, sendo o
valor de a ajustado em 0,05, tendo como referéncia o estudo de MESSORA et
al. 2008. Os animais foram alojados em gaiolas-viveiros de plastico, sendo 4
ratos por caixa. Durante o periodo de alojamento, os animais foram alimentados
com racéo balanceada e agua ad libitum, permanecendo em uma temperatura

de 25°C, em 12 h de ciclo escuro/claro.

Esse experimento foi realizado em dois tempos experimentais, 5 e 15 dias,
sendo os grupos divididos da seguinte forma: 1) SCA 5, 2) SCA+APT 5, 3) SCA
15 e 4) SCA+APT 15, sendo o tamanho amostral de 8 animais (n=8) por grupo.

2.1.4.2. Procedimento cirurgico

O protocolo experimental foi realizado no Biotério da FORP - USP, seguindo o
passo a passo do procedimento descrito por Pinto-Engler e colaboradores
(PINTO-ENGLER et al., 2018). Inicialmente, os animais foram anestesiados com
Xilazina (10mg/Kg, Syntec®) e Ketamina (80mg/Kg, Syntec®), via IM. ApdGs
atingirem plano anestésico profundo, o animal foi posicionado em decubito
ventral sobre a mesa cirargica. Em seguida, foi feita tricotomia na derme
adjacente ao cranio, seguida de antissepsia com PVPI e incisdo semilunar com
bisturi 15C (Solidor®), sendo o retalho de espessura total rebatido, junto com o
periésteo adjacente a derme, em direcao posterior. Apés isso, para a criagdo do
defeito 6sseo foi utilizado o motor elétrico BLM 500, VK (Driller®), com um
contra-angulo redutor 16:1 com velocidade a 800rpm, utilizando broca trefina
com 5 mm de diametro (Quinelato®) e irrigacdo abundante com solucao salina
estéril. Durante a cirurgia, o segmento 6sseo foi removido delicadamente com
descolador Molt 2-4 (Hu-Friedy®), objetivando manter a dura-mater integra. Com
auxilio da sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (Hu-Friedy®) foram
criadas marcacfes 2mm anterior e 2mm posterior as margens do defeito
cirurgico com uma broca esférica diamantada 1014 (KG Sorensen, BRA)
acoplada a um motor de alta rotacédo. Essas marcacdes foram preenchidas com
amalgama para identificar o meio do defeito e localizar a posicdo das margens
0sseas originais no momento da morfometria. Em seguida, os SCA com 5 mm

de didmetro e 4 mm de espessura foram posicionados nos defeitos criados
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bilateralmente, sendo um lado direcionado a Micro-Tomografia
Computadorizada (Micro-CT) e processamento histolégico, e o outro para

andlise transcriptémica.

Por fim, a incisdo foi suturada com fio Nylon 4.0 (Ethicon®). Apos a
cirurgia, o animal recebeu o analgésico cloridrato de tramadol Cronidor™ (2
mg/kg, Agener Unido®), via subcutanea, sendo acompanhado até o retorno dos
seus reflexos cérneanos. Passados os periodos de 5 e 15 dias, os animais foram
eutanasiados por sobredose anestésica de Lidocaina (0,7mg/Kg) associada ao
Tiopentato de sédio 2,5% (150 mg/kg) para retirada das pecas. As amostras
direcionadas para o Micro-CT e processamento histolégico foram
acondicionadas individualmente em potes plasticos devidamente identificados
contendo formol (Merck Millipore®) neutro tamponado diluido em solucao salina
tamponada com fosfato (PBS, sigla em inglés, Merck Millipore®) a 4%. As
amostras para a analise transcriptbmica foram armazenadas em tubos tipo

Eppendorf de 1,5 mL (Axygen®) e mantidas a - 80°C.
2.1.4.3. Analise em Micro-CT

Apos fixacdo em formol neutro por 48 horas, as amostras foram analisadas pelo
microtomégrafo cone-bean SkyScan 1174v2 (SkyScan N.V., BEG), gerando
imagens 3D de cada amostra. Na aquisicdo das imagens notou-se uma
resolucdo espacial de 10 um, com o gerador de raio-X operando com um
potencial de aceleracéo de 60 kV e corrente de 165 pA. Usando o software Data
Viewer v.1.5 (SkyScan®), a imagem gerada foi rotacionada para uma posicéo
padrdo de andlise, sendo determinada a regido 6ssea de interesse (ROI) e o
volume 6ésseo de interesse (VOI). O ROI foi de 5 mm (correspondente ao
didmetro do defeito criado) e VOI de 0,5 x 5 x 5 mm. Para avaliar o tecido 6ésseo
trabecular foi utilizada escala de cinza de 0 a 255, com intervalos threshold de
50 (minimo) e 130 (maximo) para avaliacdo do tecido 6sseo trabecular presente,

e de 130 (minimo) e 255 (maximo) para avaliar o biomaterial presente.

Com o software CT-Analyser® v.1.13.5.1 (Bruker, BEG), o volume ésseo
(BV, sigla em inglés) e o volume total (TV, sigla em inglés) foram quantificados

em todas as amostras, além das medicdes lineares e de area para quantificar o
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osso neoformado a partir do VOI. Outros parametros também foram
determinados na analise volumétrica: a) Porosidade Ossea (PO tot): percentual
de porosidades presentes no tecido 6sseo; b) Espacamento de trabéculas
(TB.TH): espessura entre as trabéculas 6sseas e c¢) Padrao trabecular (TB.PF):
fator padrdo de trabéculas 0sseas, mostrando se sdo mais esponjosas. As
reconstrucdes renderizadas das secc¢des microtomograficas das calvarias

também foram obtidas.
2.1.4.4. Processamento histolégico

Apos verificagdo da microarquitetura 0ssea, as amostras foram descalcificadas
em solugdo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18% (Thermo Fisher
Scientific®) por 30 dias para serem submetidas ao processamento histolégico
para a morfometria e imunofluorescéncia indireta de dupla marcacdo. Apos a
descalcificacdo, as amostras foram cortadas longitudinalmente, tendo como
referéncia as marcacbes de amélgama criadas no procedimento cirlrgico,
demonstrando exatamente o centro do defeito. As pecas foram incluidas em
Tissue-Tek O.C.T. (Sakura, EUA) e cortes longitudinais seriados com 8um de
espessura da calvaria foram obtidas no criostato CM1520 EM-SBC (Leica
Microsystems, ALE), equipado com uma Iladmina de tungsténio (Leica
Microsystems®). Os cortes foram montados em laminas de vidro silanizadas 25
mm X 75 mm StarFrost (Knittel Glass, ALE)

2.1.4.5. Morfometria utilizando coloracdo Tricromio de Masson

Para quantificar a matriz 6ssea e as fibras colagenas formadas nos grupos
experimentais, cortes histolégicos com 8 um de espessura foram corados com
Hematoxilina de Harris (Sigma®) e Tricrbmio de Masson, sendo montados com
laminulas utilizando o meio de montagem Permount™ (Thermo Fisher Scientific,
EUA). Posteriormente, 1 imagem em campo claro de cada corte histoldgico
foram adquiridas no microscopio trinocular Leica DMLB (Leica Microsystems®)
equipado com a camera DFC300FX (Leica Microsystems®), com a objetiva de
1,6x. Em cada imagem foi delimitada a &rea total (AT) analisada,
correspondendo a regido onde o defeito foi criado, utilizando a ferramenta

“Freehand selection” do software ImageJ (NIMH®). Com a mesma ferramenta
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foi selecionada a matriz 6ssea e colagenosa formada nessa AT. A AT foi
considerada como 100% da area analisada, enquanto 0 0sso e 0 colageno
qguantificado equivalem a um valor percentual da AT. Os dados obtidos foram em
medida de &rea (um) da regido selecionada.

2.1.4.6. Imunofluorescéncia de dupla marcacéo

1 corte histolégico de cada amostra criopreservada em Tissue-Tek O.C.T
(Sakura®) foram utilizadas para a imunodeteccdo da ALPL e do RUNX2. A
técnica realizada foi a da imunofluorescéncia indireta de dupla marcacgéo, de
acordo com adaptacbes do estudo de De Oliveira e Nanci (DE OLIVEIRA &
NANCI, 2005). Inicialmente, as laminas foram deixadas em RT por 10 min,
seguido pelo bloqueio das ligacdes inespecificas dos anticorpos com albumina
de soro bovino (BSA, sigla em inglés, Sigma®) a 2% em PBS por 30 min. As
laminas foram incubadas com anticorpos primarios monoclonais anti-RUNX2
(2:200, mouse, Abcam®) e anti-ALPL a (1:200, rabbit, Abcam®), por 17 hr
(“overnight”). Para deteccao dos anticorpos primarios foram incubados os
anticorpos secundarios anti-rabbit Alexa Fluor™ 594 (1:350, Thermo Fisher
Scientific®) e anti-mouse Alexa Fluor™ 488 (1:350, Thermo Fisher Scientific®),
por 2 horas e diluidos em PBS. A montagem das laminas com laminulas foi

realizada utilizando Fluoromount™ (Sigma®).
2.1.4.7. Avaliacdo daimunomarcagéo

Imagens de imunofluorescéncia de pelo menos 5 &reas selecionadas
aleatoriamente de cada amostra foram adquiridas no microscopio Apotome (Carl
Zeiss®), equipado com uma camera CCD a cores AxiocCam HRC (Carl Zeiss®),
objetiva de 20x. Para quantificar a imunomarcacao da ALPL e RUNX2 no tecido
formado foi utilizada a ferramenta “Free Hands Selection” do Image J (National
Institutes of Health®). Os resultados foram dados em medida (um?) e fracdo de
area (%) marcada por cada regido selecionada na imagem, de acordo com cada

antigeno investigado.

2.1.4.8. Andlise transcriptdbmica por RNAseq
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As interacdes e funcbes gendmicas desencadeadas pela associacdo do SCA
com e sem APT em 5 e 15 na osteogénese foi caracterizada por analise
transcriptbmica utilizando o sequenciamento de RNA em larga escala
denominado RNAseq (MORTAZAVI et al, 2008). A vantagem dessa
metodologia permitiu a analise da interagcdo génica e das redes funcionais
envolvidas em diferentes vias especificas de sinalizacdo em um Unico

experimento.

A calvaria direcionada para esse experimento foi inicialmente lavada com
PBS para remover o0 sangue presente na amostra. Com um punch (Quinelato®)
de 5 mm foi removido o tecido ésseo formado junto com o biomaterial inserido
no defeito criado. Apds a retirada, as calvarias foram congeladas imediatamente
em nitrogénio liquido, maceradas com auxilio de cadinho, pistilo e iniciada a
extracdo do RNA total com 1 mL do reagente TRIzol™ (Life Technologies®). No
tecido macerado juntamente com o TRIzol™ foram adicionados 200uL de
cloroférmio (Merck Millipore®) por 5min & 4°C. Essa solu¢cdo com a amostra foi
adicionada em um tubo de 1,5 mL (Axygen®) para ser centrifugada a 4°C e
12000g, por 15min, e coleta da fase aquosa (superior). Em seguida, foram
adicionados 250puL de etanol 96% (Merck Millipore®) e iniciada a purificacdo do
RNA em colunas de silica gel presentes no kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®)
seguindo as instrucdes do fabricante. A concentracdo e pureza do RNA
purificado foram verificadas por espectrofotometria no aparelho NanoVue Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare®). O controle de qualidade (QC, sigla em
inglés) do RNA foi determinado por meio de eletroforese microfluidica utilizando
o aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent (Agilent Technologies, USA) e os chips de
RNA 6000 Nano Chips (Agilent Technologies®), levando em consideracdo o
valor da integridade do RNA (RIN, sigla em inglés) maior ou igual a 8. Foram
utilizadas 4 amostras por grupo.

A partir do RNA mensageiro (RNAm) foi confeccionada a fita de cDNA
utilizando hexameros randémicos e a enzima Superscript 1l (Invitrogen®). A fita
de RNA que gerou a primeira fita de cDNA foi removida e sintetizada uma
segunda fita de cDNA. A dupla fita de cDNA criada foi purificada por esferas
paramagnéticas AMPure XP beads (Beckman Coulter, EUA), selecionando

fragmentos com 150 = 200 pares de bases (bp, sigla em inglés) de comprimento.
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A partir disso, multiplos adaptadores foram ligados as extremidades do cDNA
pela acdo da enzima ligase e tampdes apropriados contidos no kit TruSeq
Stranded Total RNA Sample Preparation (lllumina Inc, EUA). Nesse cDNA foi
realizado RT-PCR e preparada a biblioteca. Com a biblioteca pronta, o tamanho
dos fragmentos foi avaliado utilizando o equipamento Bioanalyzer (Agilent
Technologies®). A concentracdo dos fragmentos formados na biblioteca foi

guantificada por meio do fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies®).

Apoés a quantificacdo precisa, as bibliotecas foram diluidas e 1,8 pM de
cada amostra foi usada para desnaturacéo e clusterizacdo. Durante a geracéo
dos clusters, cada fragmento de cDNA foi incorporado a superficie de uma “flow
cell” (suporte solido), dando origem aos clusters — grupos ou col6nias de
fragmentos ligados a “flow cell’. Nesse momento, a biblioteca estava pronta para
0 sequenciamento baseado na tecnologia Solexa ou SBS (“Sequencing-by-
Synthesis”) (ERLICH et al., 2008), permitindo leitura massiva e paralela
(simultédnea) da sequéncia de nucleotideos de milhdes de fragmentos de cDNA
capturadas das regibes codificadas. O sequenciamento for realizado na
plataforma NovaSeq 6000 (lllumina Inc.®) utilizando o Kit NovaSeq 6000 S4 v1.5
(lumina Inc.®), sendo realizados 20 milhdes (M) de leituras por amostra. O
arquivo de dados original (FASTQ(fq))(COCK et al., 2010), que contém
sequéncias de leituras e a qualidade das bases correspondente, foi transformado
em leituras sequenciadas (“Raw Reads”) pelo reconhecimento de base
CASAVA, gerando aproximadamente 6 gigabites (GB) de “raw reads”. O
sequenciamento do RNA e a bioinformética foram realizados pela empresa
NOVOGENE (Tianjin, China).

2.1.4.9. Bioinforméatica

A bioinformatica foi baseada em amostras puras e integras, com RIN = 8. O nivel
de expressao génica foi detectado em fragmentos por quilobase de sequéncia
de transcricdo por milhdes de pares de bases sequenciadas (FPKM, sigla em
inglés). A correlacdo dos niveis de expressao génica entre as amostras foi
verificada pelo coeficiente de correlagdo de Pearson (R2). O mapeamento do
gene de referéncia foi realizado com o software STAR v2.5 (DOBIN et al., 2013).

Os genes diferencialmente expressos (DEGs, sigla em inglés) foram
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identificados usando o pacote DESeq2 R (ANDERS et al.,, 2010), sendo a
expressao génica normalizada usando DESeq2 v2_1.6.3. O threshold definido
foi |log2(Fold Change)| > 1 e valor de g < 0,005. O valor de p ajustado < 0,05
(padj < 0,05) encontrado por DESeq2 foram atribuidos aos DEGs. Para a
ontologia génica (GO, siglas em inglés; http://www.geneontology.org) o
ClusterPro filer v2.4.3 (YU et al., 2012) foi empregado para realizar analises de
enriquecimento gendmico. Os termos GO com valor p < 0,05 foram considerados
significativamente enriquecidos pelos DEGs. A analise de agrupamento
hierarquico foi efetuada pelo loglO(FPKM+1) dos DEGs nas comparacfes

realizadas.
2.1.4.10. Validagcédo do RNAseq e da ontologia por RT-PCR

O mesmo RNA utilizado para o RNAseq foi direcionado para analise de RT-PCR.
O cDNA foi sintetizado pela enzima transcriptase reversa do High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®). As reacdes de RT-PCR
foram realizadas usando sistemas TagMan (Life Technologies®) no aparelho
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems®), usando o método
2-AACT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os genes usados para a osteogénese
e validacdo de RNAseq estdo descritos em detalhes na Tabela 2. As reagdes
foram realizadas em placa MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction (Applied
Biosystems®) usando o reagente TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems®). Como controle enddgeno, avaliou-se a estabilidade da expressao
da Gapdh.

Tabela 2 - Sondas TagMan (Thermo Fisher Scientific) utilizadas no RT-PCR para

validacéo dos genes do RNAseq e associados a diferenciacao osteoblastica.

Simbolo do Nome do Gene Ensaio TagMan
Gene (cbédigo)
Runx2 Fator de Transcricdo Relacionado a Runt2 Rn01512298 m1l

Alp Fosfatase Alcalina Figado/Osso/rim Rn01516028 m1l
Bsp Sialoproteina Ossea Rn00561414 ml
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Bglap Proteina Ossea Contendo Acido Gama- RnN00566386_g1

Carboxiglutamico (Osteocalcina/Oc)

Psme2 Complexo ativador do proteossoma - Rn00820862_g1
subunidade 2
Clcn4 Canais de cloreto dependentes de voltagem Rn00573498 m1l
4

Tnf Fator de Necrose Tumoral Rn01025859 g1
Vim Vimentina Rn00579738_m1
I-18 Interleucina 1 Beta RnN00676333 g1
Krtap7-1 Queratina Associada a Proteina 7-1 Rn03810292_s1
Cd24 Agrupamento de diferenciacao 24 Rn00562598 m1
Gapdh Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase Rn99999916 sl

2.1.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software®), como descrito no item 1.2.6. do Capitulo 1.

2.2. Resultados

2.2.1. Ensaios in vitro
2.2.1.1. O APT néao interferiu na morfologia dos OSB

As eletrofotomicrografias adquiridas na MEV permitiram a verificagdo da
morfologia de OSB em SCA sem (Figura 8.A-8.C) e com APT (Figura 8.D-8.F).
A presenca do APT néo interferiu na morfologia e na densidade das células OSB

presentes na superficie dos SCA.
2.2.1.2. O APT néo interfere na viabilidade das células OSB

A viabilidade celular dos OSB apds 72 horas de cultivo sobre os SCA com e sem
APT néo teve diferenca estatisticamente significativa quando comparados os
grupos SCA+OSB (p = 0,6685; 0,3718 + 0,1615) e SCA+APT+0OSB (0,4285 *
0,1937) (Figura 8.G) — O APT ndo interferiu negativamente na viabilidade celular
dos OSB.
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2.2.1.3. O APT promoveu mais deposicdo de matriz mineralizada em 10

dias

A formacdo de depoésitos de matriz mineralizada nos OSB cultivados em
diferentes grupos apés 7 e 10 dias. Em 7 dias (Figura 8.H) ndo houve diferenca
entre SCA+OSB (p = 0,1874; 0,7007 + 0,05574) e SCA+APT+0OSB (0,8337 +
0,06250). Em 10 dias (Figura 8.1), no grupo APT os OSB apresentaram mais
deposi¢cdo de matriz mineralizada (p = 0,0263; 0,8350 + 0,03467) do que no
grupo SCA (0,6723 £ 0,04340).

2.2.1.4. A imunodeteccdo da ALP e da IBSP foi diferente em cada grupo

A microscopia multiféton forneceu imagens 2D do OSB cultivados em diferentes
SCA 3D sem (Figura 8.J-8.0) e com APT (Figura 8.P-8.T) em 10 dias. A
expressdo de ALP foi mais intensa no grupo SCA+OSB (p < 0,0001; 115,2 +
6,844) do que no grupo SCA+APT+0SB (72,74 + 4,516). Em ambos 0s grupos,
o0 padrdo de imunomarcacdo da ALP (Figura 1.N e 4.S) apresentou aspecto
granulomatoso no citoplasma, permitindo clara identificagdo da morfologia
celular e localizagdo das células OSB sobre os SCA.

Diferentemente do ALP, o APT proporcionou elevada marcacéao da IBSP no OSB
(p = 0,0236; 13,99 £ 11,00) quando comparado ao grupo SCA+OSB (7,516 +
8,947). A marcacdo de IBSP em ambos os grupos (Figuras 1.M e 1.R)
demonstrou o0 mesmo padrdo de imunodeteccédo diferente da ALP, sendo mais

dispersa e distribuida irregularmente sobre o SCA.
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Figura 8. Eletrofotomicrografias mostrando os grupos SCA+OSB (A - C) e SCA+APT+0OSB (D - F) no aumento de 100x
(A e D), 1000X (B e E) e 2000x (C e F). O ensaio de MTT (G) néo detectou diferenca entre os grupos. Os gréaficos do
ensaio de mineralizagédo em 7 dias (H) e em 10 dias (I) revelaram diferenga em 10 dias (*) entre os grupos investigados.
As imagens de imunofluorescéncia mostram os OSB cultivados sobre os SCA néo funcionalizados (J — O) e
funcionalizados (P - T) com APT. A regiéo selecionada (retangulo amarelo) nas imagens no aumento de 5x (J e P) estdo
em maior aumento na objetiva de 20x (L e Q). O IBSP foi marcado com Alexa Fluor 488 (M e R), a ALP com Alexa Fluor
594 (N e S) e ndcleo com DAPI (O e T). A imunoexpresséo de ALP (U) no grupo SCA+ATP+0OSB (***) foi maior. A
marcacdo IBSP (V) foi mais intensa no grupo SCA+OSB (*). Escala: 10 pm, 20 pm, 50 pm e 100 pm. Valor de
significancia: * p <0,05, *** p <0,001.
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2.2.2. Ensaio in vivo

2.2.2.1. Micro-CT

Imagens tridimensionais representativas dos defeitos das calvarias de ratos
(Figura 9, A.9 — A.4) e os resultados (Figura 9, A.5 — A.8) mostraram que em 5
dias, ao medir os parametros BV/TV (Figura 9 A.5), os SCA funcionalizados com
APT induziram mais formacéo 0ssea (p = 0.0360; 6.897 + 7.174) em comparacao
ao grupo SCA (3.345 £ 1.796). O mesmo resultado foi observado quanto a TB.TH
- as trabéculas foram mais espessas no grupo SCA+APT (p = 0,0232; 5,223 +
0,2583) do que no grupo SCA (4,266 = 0,2666) (Figura A.6). O fator de padréo
trabecular 6sseo (TB.PF) (Figura 9 A.7) o grupo SCA foi considerado como tendo
mais tecido/osso esponjoso (p = 0,0123; 0,5035 + 0,05800) do que em SCA+APT
(0,2665 + 0,06081). Aos 5 dias, o grupo SCA+APT (92,01 + 1,931) evidenciou
estatisticamente menos porosidade (PO.tot) do que o grupo SCA (p = 0,0324;
96,84 + 0,635) (Figura 9 A.8)

Em 15 dias, a microarquitetura 6ssea foi bastante semelhante entre os
dois grupos - apenas a espessura trabecular observada no grupo SCA (p = 0,04;
5,859 * 0,2084) foi maior do que no SCA+APT (5,859 + 0,2084)

2.2.2.2. Coloracao de Masson

As imagens panoramicas dos cortes histologicos realizados coronalmente
(Figura 9, B.1 — B.4) evidenciaram, em todos 0s grupos, remanescente do
biomaterial utilizado (Figura 9, B.6 — B.9, asterisco) e a formag&o de um tecido
conjuntivo rico em fibras colagenas (Figura 9, B.6 — B.9, seta). A quantificacédo
do coldgeno nessa matriz formada (Figura 9 B.5) mostrou diferenca em 5 dias,
sendo mais denso no SCA com APT (p = 0,0168; 4,809 + 0,7066) quando
comparado a SCA (4,431 + 0,6011).

Adicionalmente, foi visualizado alguns pontos especificos de deposi¢céo
O0ssea imatura na regido proxima a dura-mater (Figura 9 B.7, seta). Apesar de
ter sido minima essa formacdo, em 5 dias foi mais perceptivel no grupo
SCA+APT (p =0,0117; 0,0210 £ 0,01153) do que em SCA (0.00715 £ 0,003598).
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Morfologicamente, todos os grupos apresentaram infiltrado inflamatorio em

graus variados, sendo mais evidente no SCA sem APT.
2.2.2.3. Imunofluorescéncia da ALP e da RUNX2

Quanto ao padrdo de marcacdo, a ALPL e a RUNX2 evidenciaram uma
fluorescéncia em que se pode visualizar claramente toda a morfologia das fibras

colagenas presentes na matriz tecidual formada, prévia a formacéo éssea.

Apébs a quantificacdo da imunomarcacao dos diferentes antigenos, em 5
dias a ALPL revelou elevada imunodeteccdo no grupo SCA+APT (p = 0.0411;
56.81+ 19.17) em comparacao a SCA (40.62 +1.996). Ja a RUNX2 foi observada
diferenca em 15 dias, mostrando mais imunoexpressdao em SCA+APT (p =
0.0030; 32.40 + 1.396) do que em SCA (23.61 + 2.024).
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Figura 9. (A.1-A.4) - Reconstru¢bes 3D dos defeitos dsseos preenchidos com biomaterial em diferentes grupos
experimentais avaliados. A.5-A.8: graficos mostrando os resultados das variaveis investigadas pelo Micro-CT. (B.1-B.4)
- Coloragdo com tricromio de Mason em 1,6x. B.5: grafico mostrando os resultados da morfometria realizada para
quantificar o colageno formado. (B.6-B.9) - colorag@o com tricrdmio de Mason em 20x.(B.10) - Grafico mostrando os
resultados da morfometria realizada para quantificar o osso neoformado. (C.1-C.4) - Imagens sobrepostas de
imunofluorescéncia dos antigenos avaliados. (C.5) - grafico apresentando a diferenca estatistica detectada ao comparar
a imunoexpresséo da ALPL. (C.6-C.9) - Imunofluorescéncia de ALPL (Alexa Flaor 594). (C.10-C.13) - Imunomarcacao
da RUNX2 (Alexa Flaor 499). (C.14) - Gréfico ilustrando a comparacao realizada em relagéo a imunodetec¢éo da RUNX2.
(C.15-C.18) - Nucleo evidenciado com o DAPI. Escala: 100 um e 50 um. Valor da significancia: *p<0,05.
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2.2.2.4. Anaélise transcriptdmica

A média do controle de qualidade (QC) do RNAseq esta descrito detalhadamente
na Tabela 3. Os graficos dos componentes principais (PC) 1 e PC 2 de todas as
amostras foram compilados (Figura 10.A). As amostras presentes no PC foram
agrupadas de acordo com cada grupo experimental investigado, exceto uma
amostra do grupo SCA em 5 dias. Esses dados evidenciaram a precisao do
RNAseq, apresentando a integridade dessas amostras usadas no experimento.

Tabela 3 - Resultados do QC da andlise transcriptdmica por RNAseq dos grupos

em diferentes periodos experimentais.

Nome Raw Bases Taxa de GC contente
grupos bases limpas erro (%) Q20 (%) Q30 (%) (%)

@

= SCA 6.12 6.12 0.03 97.83 93.79 47.86

Lo SCA+APT 6.15 6.10 0.03 97.57 93.34 47.51

@

5 SCA 6.15 6.05 0.03 97.92 93.98 48.00

10 SCA+APT 5.95 5.82 0.02 9821  95.14 48.16

O RNAseq foi realizado avaliando dois tempos experimentais, 5 e 15 dias,
comparando os grupos SCA e SCA+APT. Em 5 dias (Figura 10.B) foram
identificados 1890 genes expressos diferencialmente (DEGs), sendo 1304
regulados positivamente e 586 regulados negativamente (p < 0,05;
llog2FoldChange2>1). Em 15 dias (Figura 10.C) houveram 2302 DEGs. Dentre
esses, 785 foram regulados positivamente e 1517 regulados negativamente.

As func¢Bes ou vias biologicas estdo significativamente associadas aos
DEGs. Para inferir processos biologicos (BP), funcées moleculares (MF) e
componentes celulares (CC) aos DEGs foram analisados os termos da GO. Em
5 dias (Figura 10.D), foi detectada diferenca nas fungdes de adeséo celular (BP),
adesdo bioldgica (BP), atividade do canal ibnico (MF), atividade do canal

especifico do substrato (MF), atividade do canal (MF) e na atividade do
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transportador transmembranar passivo (MF) (padj < 0,05). Todas essas funcdes
foram reguladas positivamente, ndo havendo diferencas entre as negativas. Em
15 dias (Figura 10.E) houve diferencas nas vias biolégicas que foram negativas
e positivamente reguladas. As reguladas positivamente foram resposta imune
(BP), processos do sistema imunoldgico (BP), processo de oxidacao-reducéo
(MF), atividade oxidorredutase (BP), atividade de citocinas (MF), ligacdo de
fosfolipidios dependentes de calcio (MF), atividade antioxidante (MF), ligagc&o de
ions de metais de transicao (MF), matriz extracelular (CC) e regido extracelular
(CC) (padj < 0,05). Os regulados negativamente foram associados ao
citoesqueleto (CC), parte citoesquelética (CC), complexo supramolecular (CC),
polimero supramolecular (CC), fibra supramolecular (CC), filamento de queratina
(CC), fibra citoesquelética polimérica (CC), filamento intermediario (CC) e
filamento intermediario do citoesqueleto (CC) (padj < 0,05). Todos o
detalhamento das fun¢des e dos seus identificadores da GO, valor do padij, valor
de p, da quantidade dos genes envolvidos (“gene ratio”) e da lista dos DEGs

entdo descritos na Tabela 4.

Apesar de néo ter havido diferenca na ontologia associada a regeneracao
O0ssea, o Heatmap (FPKM, Figura 10.F) com o0s genes envolvidos ao
desenvolvimento osteoblastico (GO:0002076) apresentou 0s genes mais
expressos (coloracdo vermelha) e menos expressos (coloracao azul). Em 5 dias,
a IBSP, NID2, PTH1R e SMAD1 foram os mais expressos no grupo APT. Em 15

dias, os mais destacados foram os genes ALPL e HDACS.
2.2.2.5. Validacédo da ontologia

Genes especificos foram selecionados para validar a ontologia detectada nos
resultados de RNAseq. Para 5 dias, foi selecionada a Vimentina (Vim),
Hipoxantina Fosforibosiltransferase 1 (Hprtl, sigla em inglés), Canais de cloreto
dependentes de voltagem 4 (Clcn4, sigla em inglés) e Agrupamento de
Diferenciacdo 24 (Cd24, sigla em inglés). Os resultados revelaram que em 5 dias
o grupo SCA+APT mostrou mais detec¢ao génica da Cd24 (p = 0,0017; 5,757
0,6096) e da Vim (p = 0,0294; 2,042 + 1,820) em comparagcdo a SCA (Cd24 =
1,391 + 0,5363; Vim = 0,4625 * 0,06185), estes associados a adesao celular.

Em contrapartida, a Clcn4, gene relacionado aos canais i6nicos da membrana
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celular, foi mais expressa no grupo SCA (p = 0,0421; 5,833 + 1,639) em relacao
a SCA+APT (1,563 + 0,2508) em 15 dias.

Para validacdo da ontologia em 15 dias, foram selecionados os genes
Proteina Associada a Queratina 7-1 (Krtap7-1, sigla em inglés), Subunidade
Ativadora de Proteassoma 2 (Psme2, sigla em inglés), Fator de Necrose Tumoral
(Tnf, sigla em inglés) e Interleucina 1 beta (II-718). A Krtap7-1, associado
diretamente ao citoesqueleto, mostrou mais expressdo em SCA+APT (p =
0,0286; 553,9 £+ 6483) do que em SCA (0,1700 + 0,1187). Interessantemente, na
resposta imune, o grupo SCA evidenciou mais expressao génica para Tnf (p =
0,0004; 1,384 + 0,1807) em 5 dias e da Il-718 em 15 dias (p = 0,0055; 1,723 +
0,04888) em relacdo a SCA+APT (Tnf = 0,1285 + 0,01097; II-18 = 0,6745 +
0,2425).

Dos genes associados ao desenvolvimento osteoblastico, a Alpl e o
Runx2 foram os mais detectados nos grupos APT tanto em 5 dias (Alpl: p =
0,0286; 1,287 + 2,116/ Runx2: p = 0,0293; 1,576 + 0,3933) como em 15 dias
(Alpl: p = 0,0006; 2,159 + 0,2742/ Runx2: p = 0,0495; 1,373 + 0,2462) quando
comparados a SCA (5 dias: Alpl = 1,978 + 2,116/ Runx2 = 0,4098 + 0,1139; 15
dias: Alpl = 0,2583 = 0,09391/ Runx2 = 0,6780 = 0,1400). O gene Bglad
demonstrou diferentes resultados nos periodos avaliados, sendo em 5 dias mais
prevalente em SCA (p = 0,0207; 0,2243 + 0,1356) do que em SCA+APT (0,2243
+ 0,1356), sendo observado o inverso em 15 dias (p = 0,0066; SCA+APT: 0,9850
+ 0.2283/ SCA: 0,05475 + 0,008693). O gene Ibsp houve diferenca apenas em
5 dias, sendo mais prevalente em SCA+APT (p = 0,0264; 0,6828 + 0,1733) do
que em SCA (0,1583 + 0,04543).
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Figure 10. (A) - Gréaficos compilados dos componentes principais 1 (PC 1) e 2 (PC 2) para todas as amostras analisadas
nos grupos SCA e SCA+APT em 5 e 15 dias. (B) - DEGs em 5 dias. (C) - DEGs em 15 dias. (D) - GO em 5 dias. (E) -
Validacdo da GO em 5 dias. (F) - GO em 15 dias. (G) - Validagdo da GO em 15 dias. (H) - Heatmap dos genes associados
a diferenciacéo osteoblastica. (I) - Validag&o dos genes associados a diferenciacdo osteoblastica. Valor da significancia:
*p<0,05; **p<0,01.
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Tabela 4 - Descricao dos termos da GO com seus identificadores (GO ID), o raio

de genes avaliados (Gene ratio), valor de p, valor de p ajustado (padj) e sigla dos

DEGs envolvidos nas funcdes descritas, observados no RNAseq.

5 dias
Gene Valor
Funcéao GOID ratio dep padj Slgla dos DEG’s
Ctnna2/Pcdh9/Lama5/Ncan/Cdh18/Bcan/Cdh
20/Pcdhb17/Dchs1/AABR0O7061178.1/Pcdhbl
e Adesdo celular 0/Pcdhb11/Pcdhgb7/Hapln2/Kitlg/Pcdhgc3/Sn
GO:0007155  31|578  7.93E-05 0.014865 edl/Tecta/Lyvel/Cd24/Pcdhb9/Pcdhgal/Cdh
e Adeséo biologica 5/Cd4/Aplar/Pcdhgb8/AC131360.1/Cdh22/Pc
G0:0022610 7.93E-05 0.014865 dh19/Cdhr2/Pcdhga8
* Atividade do canal ibnico G0:0005216 0.000327 0.031267
e Atividade de canal especifica do substrato
- G0:0022838 36|948  0.000327 0.031267 Gabral/Gabrgl/Kcnc4/Clcn4/Kenc3/Cacnb4/
* Atividade do canal Asic2/Cacnb2/Cacnald/Kcnv1/Gabrb2/LOC10
e Atividade do transportador passivo G0:0015267 0.000444 0.031267 0912455/Glra2/Kcna5/Glrb/Keng4/Kenhl/Scn
8a/Hvcnl/Kenn2/Grin2c/Kenh4/Kenmb2/Clen3
transmembranar G0:0022803 0.000444 0.031267 /Agp4/Kcnnl/Trpv4/Cacnale/Kcnal/Scn7al/Tr
pvl/Kcne3/Itpr3/Kena2/Grin3b/Gabrbl
15 dias
Gene Valor
Funcéo GOID ratio dep padj Slgla dos DEG’s
Prg4/Pf4/Endou/Ccl9/Ccl6/Cxcl1/Tnfsf13/111f1
o Resposta imune G0:0006955 7.93E-05 0.014865  (/Ccl2/Ccl24/Cxcl3/Tnfsf10/Osm/Ahsp/Cel3/Lt
o Processo do sistema imunolégico b/l11r/Gesam/1136rn/Enpp3/111b/117/Ccl27/1136
G0:0002376  27]699  7.93E-05 0.014865 g/Lstl/Lax1/Tnf
Cpa3/Trim29/Cpa4/Cyp7b1l/Gata3/Mmpl9/M
e Processo de oxidagdo e reducao mp12/Cpal/Cpxm2/Ptgis/Cyp4v3/Rxrb/Cyp2a
G0:0005856 0.0001421 0.0213663 b1/Trim54/Setdb1/Sec23b/Trim13/Recql4/Ubr
e Atividade oxidorredutase 4/Mtal/Prickle3/Ehmt2/Mmp9/Cyp20al/Vdr/Dt
G0:0016491 9.62E-05 0.0284747 nb/Pter/Hephll/Trim39/Rarg/Kmt2b/Rere/Hep
e Atividade de citocina h/Trim11/Trim72/Mib2/AC129162.1/Zmym6/U
GO:0005125 79|1118 0.0003293 0.0338709 pfl/AABR0O7054189.1/Trim63/Tes/Mmp8/Mmp
e Ligacéo de fosfolipidios dependentes de célcio 13/Mmp27/Zcche7/LOC100912391/Lta4h/LO
G0:0005544 0.0003649 0.0338709 (C100911822/Cpm/Setdb2/Mmp3/Cyp4f39/Pp
e Atividade antioxidante mla/Aoc3/LOC100359668/Mmp10/Cyp27al/
G0:0016209 0.0004577 0.0338709 Adamts20/F5/Zswim3/Ubr2/Kdm2a/F8/Pias4/T
e Ligacdo de idnica do metais de transicao bxas1/Trim6/Zzef1/Trim34/PmI/AABR0O705404
G0:0046914 0.0008233 0.0487401 5.1/Fbxo40/Kmt2a/Morc2/Rxrg/Cyp26b1/Creb
bp/Cyp39al/Cyp2b21
Pinlyp/c4a/Pf4/Mmp19/Mmp12/Ccl9/Ccl6/Cxcl
1/ratnp-3b/ Nppb/ Gal/ Wfikkn1/ [11f10/ Mmp9/
) Ccl2/ Wfdc1/AABR07058464.1/ Ccl24/Cxcl3/
e Regido extracelular GO:0005576  49|428  0.000651  0.006804 4y
Saall/Osm/Fn1/Ccl3/Mmp8/LOC100910885/
e Matriz extracelular G0:0031012 0.004043 0.038749 Mmpl3/Mmp27/LOC100912228/LOC1009115
45/111rm/Wnt10b/Mmp3/Sostdc1/Wnt10a/1136rn
/Mmp10/Vip/LOC100910885/111b/Wnt3/117/Ccl
27/1136g/Defa5/Wfdc5/Wisp2/Sst/Wnt5a
e Citoesqueleto GO:0005856  35|428  3.14E-06 0.0003608 Tnnil/ Dsp/ Myh3/ Dnahl/ Myh7/ Dnhdl/
LOC100911597/ Vim/ Plekhh3/ Dnah8/ Tnnt1/
; . ~ Krtapl-1/ Krtap3-1/ Arhgap39/ Krtap3-3I1/
e Parte do citoesqueleto G0:0044430 6.67E-06 0.0003838 Myo7b/ MyoSb/ Dnah2/ Krtapl-5/ Krtap3-
3/Myh7b/Krtap2-4/  Arpc2/ LOC100365588
e Complexo supramolecular G0:0099080 6.04E-05 0.0013896 /Arpc3/ Tnni3/ Myh14/ Capzb/ Krtapl-3/
Krtap31-1/ Myh15/ Plekhhl/ Nusapl/ Haus4/
e Polimero supramolecularr G0:0099081 6.04E-05 0.0013896 Krtap9-1
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e Fibra supramolecular G0:0099512 6.04E-05 0.0013896

e Filamento de queratina G0:0045095 0.0001606 0.0030785
e Fibra citoesquelética polimérica G0:0099513 0.0003785 0.0052333
e Filamento intermediario G0:0005882 0.0004550 0.0052333
e Filamento intermediario do citoesgueleto G0:0045111 0.0004550 0.0052333

2.3. DISCUSSAO

Este estudo verificou, em ensaios in vitro e in vivo, como a adsorcao de APT anti-
FN em SCA 3D a base de quitosana/B-TCP leva a modificacbes estruturais e
funcionais. Foi claramente notado que os APT alteraram 0s eventos iniciais

associados a osteoimunologia, favorecendo os processos regenerativos 0SSeos.

A andlise in vitro evidenciou que a adsor¢do do APT nos SCA aumenta a
expressdo da IBSP e interfere na mineralizagcdo dos OSB. Nos experimentos in
vivo, o APT induziu a formacdo de uma matriz tecidual rica em colageno, a
formacdo 6ssea e elevada imunodeteccdo da ALP em 5 dias. Além disso, a
expressdo da RUNX2 foi predominante no grupo APT em 15 dias. A ontologia
genética identificada por RNAseq mostrou diferencas nas fungdes bioldgicas nos
eventos prévios a formacdo 6ssea. Em 5 dias, houve diferenca nas funcbes
associadas a adeséao celular e aos canais idnicos. Em 15, houveram alteracdes
principalmente na resposta imune, na oxidacdo-reducdo (REDOX, sigla em
inglés) e no citoesqueleto celular. Esses achados evidenciam o papel substancial
do APT na melhora dos eventos iniciais associados a osteoimunologia
envolvendo SCA 3D.

O enriquecimento da superficie de biomateriais com APT tem revelado
efetividade na adesdo, proliferacdo e diferenciacao osteoblastica (PARISI et al.,
2017; GHEZZI et al., 2019). Nossos resultados ilustraram que o APT levou a
melhora nos padrbes de formacdo da matriz mineralizada e na expresséo da
IBSP em 10 dias. Essa fosfoproteina é responsavel pela consolidacdo da
hidroxiapatita, sintetizada pelos OSB, no colageno da MEC (HOLM et al., 2015).
Essas evidéncias demonstram a direta relacdo entre elevada expressao da IBSP

e deposicao da matriz mineralizada induzida pelo APT em 10 dias.
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Corroborando com esses achados, os resultados in vivo mostraram maior
volume 6sseo e mais deposicao de colageno estimulado pelo APT em 5 dias. Na
formacdo Ossea, a FN € conhecida por participar dos estagios iniciais da
osteogénese (FAIA-TORRES et al., 2015), possivelmente por estar intimamente
ligada a formacdo da MEC (CHATAKUN et al., 2014). Adicionalmente,
evidéncias demonstram que a FN pode servir como reservatério de inUmeros
fatores de crescimento por permitir a ligacdo dos mesmos a sua estrutura
(RAHMAN et al., 2005; WIJELATH et al., 2006; LIN et al., 2011, 2014; ZHU &
CLARK, 2014). A adsorcéo do APT anti-FN sobre os SCA deve ter acarretado
ao enriguecimento dessa glicoproteina adesiva sobre sua superficie, induzindo
maior proliferacédo de fibras coldgenas e subsequente antecipagédo da formacéao

da matriz 6ssea.

A ontologia e a posterior validacdo de determinados genes evidenciaram
que as funcbes associadas a adesdo celular e aos canais ibnicos foram
intensificadas pelo APT em 5 dias. A FN, apds levar a formacéo da rede fibrilar
na MEC, servirh como substrato para a adesao celular mediada principalmente
pelos receptores de integrina (SCHWARZBAUER & DESIMONE, 2011). Essa
interagdo célula-integrina permitira rapida conexao entre o microambiente celular
e sua fisiologia (LIDDINGTON & GINSBERG, 2002). Isso estimulara o fluxo de
ions nos canais ibnicos (ARCANGELI et al., 1991; ARCANGELI & BECCHETTI,
2010), gerando significativo efeito na proliferacédo e diferenciacéo celular (Davis,
2002). Logo, o APT resulta em maior adsorgéo da FN sobre o SCA, favorecendo
a adesao celular e maior fluxo nos canais i6nicos que sao regulados
indiretamente pelas integrinas. Com mais adesao de diferentes tipos celulares,
havera mais sintese da MEC e, consequentemente, mais alteracdo no
citoesqueleto. Essas diferencas funcionais foram observadas em 15 dias, sendo
mais prevalente no SCA com APT apdés observar a expresséo génica da Krtap7-
1.

Adicionalmente, foram presenciadas diferencas nas funcdes biologicas
ligadas a MEC, a resposta imune e ao processo REDOX em 15 dias. Os genes
selecionados para validacdo mostraram mais expressao génica dos mediadores
pré-inflamatérios (Tnf e I1I-18) nos SCA sem APT. A resposta imune

desencadeada pelos biomateriais induz células inflamatérias a secretarem
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espécies reativas de oxigénio (ROS) e enzimas proteoliticas, visando a
degradacdo do material para sua fagocitose (WILLIANS, 2017; YANEZ et al.,
2017). A fisiologia associada ao sistema REDOX intracelular depende
substancialmente do equilibrio entre agentes oxidantes, como as ROS, e
antioxidantes (VALCO et al., 2007). O desequilibrio entre essa relacéo leva ao
estresse oxidativo, resultando em danos celulares por meio da oxidacéo lipidica
(NAKA et al., 2008). Nao obstante, durante a remodelacédo tecidual associada
com biomateriais, o0 estresse oxidativo pode influenciar na producédo das
metaloproteinases (MMPs), enzimas correlacionadas a degradacdo da MEC
(CERQUENI et al., 2021). Além disso, a resposta imunoinflamatoria excessiva
do hospedeiro pode causar destruicéo tecidual (ADJEI et al., 2016). Assim, essas
evidéncias mostram que a funcionalizagdo dos SCA com APT tem efeito anti-

inflamatorio e antioxidante na osteoimunoinflamacéao.

O osso é um tecido dindmico constituido por células 6sseas inseridas em
uma matriz organica e inorganica organizada (LICINI et al., 2019). Altos niveis
de ROS bloqueiam e reduzem a atividade e diferenciacdo osteoblastica
(ROMAGNOLI et al.,, 2013), além de induzir apoptose (JIKA et al.,, 2013),
dificultando a formacéo 6ssea (DOMAZETOVIC et al., 2017; CERQUENI ET al.,
2021). Nossos achados mostraram elevada imunomarcagdo da ALPL e da
RUNX2 nos SCA’s com APT em diferentes tempos experimentais. O mesmo foi
visualizado com os principais genes associados a diferenciacdo osteoblastica -
a Alpl, Runx2, Bglap e Ibsp. Assim, o APT provavelmente estimula a
osteogénese de forma direta por meio da FN e indiretamente por reduzir a

resposta imune e os niveis de ROS.

Finalizando, os SCA funcionalizados com APT anti-FN potencializam a
osteogénese - 0s eventos iniciais que compreendem a formacgéo 6ssea foram
significativamente alterados pela presenca deste oligonucleotideo. Este, acaba
atuando diretamente na ades&o celular (via integrinas) e indiretamente na
modulagdo da resposta inflamatéria e nos niveis de ROS associados ao sistema
REDOX.
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2.4.

CONCLUSOES

O APT, quando adsorvido sobre a superficie de SCA 3D a base de
quitosana e B-TCP, potencializa a osteogénese em células osteoblasticas;
Em 5 dias, os SCA funcionalizados com APT proporcionaram a formacao
de um tecido enriquecido com coldgeno e melhora no padréo de formacao
0ssea;

Os eventos iniciais associados a osteoimunologia foram
significativamente alterados com a presenca do APT. Este possivelmente
atuou diretamente na adeséao celular (via integrinas) e indiretamente na

modulacado da resposta inflamatoéria por intermédio do sistema REDOX.
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Consideracoes finais
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Nesta pesquisa foi investigado o efeito de SCA 3D funcionalizados com APT anti-
FN na osteogénese em ensaios ex Vvivo, in vitro e in vivo. Os resultados ex vivo
mostraram que o APT melhorou o padrdo de coagulacao, levando a formacao
de uma densa rede de fibrina enriquecida com células progenitoras e
imunoinflamatorias. Além disso, o PhC formado sobre os SCA funcionalizados
com APT provocou elevada deteccdo da ALP, da IBSP e do TGF-14,
evidenciando favorecimento da osteodiferenciagdo dos OSB. Nos ensaios in
vitro, o APT, quando adsorvido sobre a superficie de SCA 3D a base de
quitosana e B-TCP, potencializa a eventos que refletem a diferenciacéo
osteoblasticas. No estudo in vivo, os APT adsorvidos nos SCA proporcionaram
a formacao de um tecido enriquecido com colageno e melhora no padréo de
formacao 6ssea em periodos bem precoces. Os eventos iniciais associados a
osteoimunologia foram significativamente alterados com a presenca do APT.
Observou-se que a funcionalizacdo com esse oligonucleotideo atuou
diretamente na adesé&o celular (via integrinas) e indiretamente na modulacao da
resposta inflamatoria por intermédio do sistema REDOX. Em conjunto, essas
evidéncias mostram o potencial osteogénico dos APT sobre a superficie de

biomateriais, em especial SCA 3D a base de quitosana e B-TCP.
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Anexo A

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAOQ PRETO

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Of. CEUA 058/2018 Ribeirdo Preto, 13 de junho de 2018.

Ref. processo n° 2018.1.247.58.7

Senhor(a) Pesquisador(a),

A Comissio de Etica no Uso de Animais, em sua 583 Sessdo, realizada em
13/06/2018, APROVOU os procedimentos éticos apresentados no Protocolo sobre a Pesquisa
intitulada: “Arcabougos 3D funcionalizados com Aptamers anti-fibronectina na formagdo do codgulo.
Estudo ex vivo e in vivo” emitindo o certificado anexo.

A Comissdo deliberou, também, informar que Vossa Senhoria atendeu ao
questionamento da CEUA, indicando que para o experimento ex vivo serao necessarios 48 animais.

Esta informagdo consta de maneira clara no formulario, mas deve estar presente também_no
projeto.

Dessa forma, devera ser providenciada a corregao das informagdes no
projeto,com envio a esta Comissao, para ser juntado ao processo, até o dia 27/06/2018.

Informamos, ainda, que devera ser entregue na Secretaria da CEUA, até
13/08/2020, o Relatério Final contendo os resultados e/ou resumo do trabalho publicado.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Fabricio 5’1’1’6‘Le Carvalho
Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Iimo(a). Sr.(a)

Profa. Dra. Daniela Bazan Palioto

Departamento de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial e Periodontia
desta Faculdade

Jfaafn

AVENIDA DO CAFE S/N° - TEL: (16) 3602-0251/4123- FAX: (16) 3602-4102
14040.904 - RIBEIRAO PRETO - SP- BRASIL
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UNVERSDADE C€ SAD PALO
Facusane e 00wt 0GA O Rasmis Prero

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

C E U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

Coums3A0 DE ETicA NO USO OE ANstats COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado “Arcabougos 3D funcionalizados com
Aptamers anti-fibronectina na formagdo do coagulo. Estudo ex vivo e in vivo”,
Protocolo n® 2018.1.247.58.7, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Daniela Bazan
Palioto - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo

Preto (CEUA/FORP) em 13/06/2018.

Vigéncia do Projeto | 13/06/2018 a 13/07/2020
Espécie/Linhagem | Rato heterogénio / Wistar Hannover
N° de animais 128

Peso/ldade 250-300 g/ 3 meses

Sexo Fémea

Origem Biotério Central - PUSP-RP

Ribeirdo Preto, 13 de junho de 2018.

Prof. Dr. Fabrici ono de Carvalho
Vice-Coordenador da‘JComisséo de Etica no Uso de Animais

CEUA- FORP/USP
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