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RESUMO 
 
ABUNA, RPF. Participação das Vias de Sinalização Wnt no Potencial 
Osteogênico de Superfície de Titânio com Nanotopografia. Tese (Doutorado). 
Ribeirão Preto. Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, 2019. 107p. 

 

A transdução do sinal Wnt é responsável pela organização estrutural durante 
a embriogênese, participando da estimulação mitogênica, diferenciação celular e 
homeostase de tecidos adultos, incluindo o tecido ósseo. É bem estabelecido que 
a superfície de titânio com nanotopografia (Ti-Nano) favorece a diferenciação 
osteoblástica por modular as vias de sinalização das integrinas e proteínas ósseas 
morfogenéticas (BMPs). Porém, poucos estudos têm abordado a participação da 
via Wnt nos efeitos da topografia em nanoescala. Portanto, formulamos a hipótese 
de que a via de sinalização Wnt está, ao menos em parte, envolvida no maior 
potencial osteogênico da superfície de Ti-Nano. Para testar essa hipótese, 
utilizamos discos de Ti, que foram tratados com solução de H2SO4/H2O2 para 
produzir superfícies nanotopográficas, e discos sem tratamento (Ti-Usinado), 
sendo considerados como controle. Células da linhagem MC3T3-E1, subclone 14, 
foram cultivadas sobre ambos os discos para avaliar o efeito do Ti-Nano sobre a 
expressão de genes relacionados às vias de sinalização canônica Wnt/β-catenina 
e não canônica Wnt/Ca2+. Com base nos resultados do PCR em tempo real, os 
genes mais intensamente modulados pela superfície de Ti-Nano, Fzd4 relacionado 
à via Wnt/β-catenina e Fzd6 relacionado à via Wnt/Ca2+, foram selecionados e 
silenciados por CRISPR-dCas9-KRAB e CRISPR-Cas9, respectivamente. Então, 
foi investigado o efeito desses silenciamentos sobre o potencial osteogênico em 
células MC3T3-E1, cultivadas sobre Ti-Nano e Ti-Usinado. Os dados foram 
comparados pelo Teste t de Student ou pelo teste ANOVA one-way (p≤0,05). Os 
resultados deste estudo revelaram que: 1) o silenciamento do gene Fzd4 inibe a 
expressão do genótipo e fenótipo osteoblástico de células MC3T3-E1, coincidindo 
com a modulação negativa de alvos da via Wnt/β-catenina aos 5 dias sobre 
superfície de Ti-Nano; 2) o silenciamento de Fzd6 inibe a expressão do genótipo e 
fenótipo osteoblástico de células MC3T3-E1; no entanto, os alvos da via Wnt/Ca2+ 
não foram modulados, e observou-se expressão negativa da proteína β-catenina 
aos 3 dias de cultivo das células MC3T3-E1 sobre Ti-Nano. Estes resultados 
indicam que o maior potencial osteogênico da nanotopografia deve-se, ao menos 
em parte, à ativação da via de sinalização Wnt/β-catenina, uma vez que o 
silenciamento dos genes Fdz4 e Fzd6 reduziu intensamente a diferenciação 
osteoblástica de células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano, comparado ao Ti-
Usinado. Em conjunto, nossos resultados revelam um novo mecanismo que 
envolve a via Wnt/β-catenina para explicar o maior potencial osteogênico da 
superfície com nanotopografia aqui avaliada. 
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ABSTRACT 
 
ABUNA, RPF. Participation of Wnt Signaling Pathway on Osteogenic Potential 
of Titanium Surfaces with Nanotopography. Thesis (Doctor’s Degree). Ribeirão 
Preto. School of Dentistry of Ribeirão Preto, University of São Paulo, 2019. 107p. 

 

The Wnt signal transduction is crucial for the structural organization during 
embryogenesis, participating in mitogenic stimulation, cell differentiation and 
homeostasis of adult tissues, including bone. It is well established that the titanium 
surface with nanotopography (Ti-Nano) favors the osteoblastic differentiation by 
modulating the signaling pathways of integrins and bone morphogenetic proteins 
(BMPs). However, few studies have addressed the participation of the Wnt pathway 
on the effects of nanoscale topographies. Therefore, we hypothesized that the Wnt 
signaling pathway is, at least in part, involved in the higher osteogenic potential of 
Ti-Nano. To test this hypothesis, we used Ti discs, which were treated with 
H2SO4/H2O2 solution to produce nanotopographic surfaces, and discs without 
treatment (Ti-Machined), being considered as control. Then, MC3T3-E1 cells, 
subclone 14, were cultured on both surfaces to evaluate the effect of Ti-Nano on 
the gene expression related to the canonical Wnt/β-catenin and non-canonical 
Wnt/Ca2+ signaling pathways. Based on the real-time PCR results, the most 
intensely modulated genes by Ti-Nano, the Wnt/β-catenin pathway-related Fzd4 
and Wnt/Ca2+ pathway-related Fzd6, were selected and silenced by CRISPR-
dCas9-KRAB and CRISPR-Cas9, respectively. Then, we investigated the effect of 
the silencing on the osteogenic potential of Ti-Nano. Data were compared by 
Student's t-test or one-way ANOVA (p≤0.05). The results of this study revealed that: 
1) Fzd4 gene silencing inhibits the osteoblast genotype and phenotype expression 
of MC3T3-E1 cells, corresponding to the negative modulation of Wnt/β-catenin 
targets in cells grown on Ti-Nano surface on day 5; 2) Fzd6 silencing inhibits the 
osteoblast genotype and phenotype expression of MC3T3-E1 cells; however, 
Wnt/Ca2+ pathway targets were not modulated, but negative expression of β-catenin 
protein was detected in cells grown on Ti-Nano on day 3. These results indicate that 
the higher osteogenic potential of Ti-Nano is, at least in part, due to the activation 
of the Wnt/β-catenin signaling pathway, since the silencing of the Fdz4 and Fzd6 
gene significantly reduced the osteoblast differentiation of MC3T3-E1 cells grown 
on Ti-Nano, compared to Ti-Machined. Taken together, our results revealed a new 
mechanism involving the Wnt/β-catenin signaling pathway to explain the higher 
osteogenic potential of the evaluated nanotopography. 
 
Key-words: Beta-catenin, CRISPR, Nanotopography, Osteoblast, Titanium, Wnt. 
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células mutadas gFzd6 e células controle aos 3 dias (a, d, g, j, 
m), 5 dias (b, e, h, k, n) e 7 dias (c, f, i, l e o) de cultura em meio 
osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio 
padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente significante 
(p≤0,05)........................................................................................ 
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Figura 27:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica aos 
3 dias (a), 5 dias (b) e 7 dias (c) e expressão proteica nos 
mesmos periódos (d-e) de RUNX2 em células crescidas sobre 
superfície de Ti-Nano comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 
dias de cultura em meio osteogênico. Os dados são 
apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05)........................... 
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Figura 28:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão do fenótipo 
osteoblástico em células crescidas sobre superfície de Ti-Nano 
comparadas ao Ti-Usinado. Mineralização aos 14 dias de cultura 
de células MC3T3_E1 com o vetor vazio e células MC3T3-E1 
com o gFzd6 em meio osteogênico. Os dados são apresentados 
com média ± desvio padrão (n=5) (p≤0,05). Letrasiferentes em 
minúscula indicam diferença estatisticamente significante. Barra 
de escala = 200 𝛍m....................................................................... 
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Figura 29:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica aos 
3 dias (A), 5 dias (B) e 7 dias (C) e expressão proteica nos 
mesmos periodos (D e E) de calmodulina dependente de Ca2+ 
proteína quinase II (Camk2d) e para o western blot a a 
calmodulina dependente de Ca2+ proteína quinase II fosforilada 
(CAMKII-p) em células crescidas sobre superfície de Ti-nano 
comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 dias de cultura em meio 
osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio 
padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente significante 
(p≤0,05)........................................................................................ 
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Figura 30:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de 
Nfatc1 aos 3 dias (a), 5 dias (b) e 7 dias (c) em em células 
crescidas sobre superfície de Ti-nano comparadas ao Ti-
Usinado. Os dados são apresentados com média ± desvio 
padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente significante 
(p≤0,05)........................................................................................ 
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Figura 31:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de 
Ctnnb1 aos 3 dias (a), 5 dias (b) e 7 dias (c) e expressão proteica 
(d-e) de β-Catenina em células MC3T3-E1 crescidas sobre 
superfície de Ti-nano comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 
dias de cultura em meio osteogênico. Os dados são 
apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05).......................... 
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Figura 32:
  

Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de 
Nlk aos 3 dias (a), 5 dias (b) e 7 dias (c) em em células MC3T3-
E1 crescidas sobre superfície de Ti-nano comparadas ao Ti-
Usinado Os dados são apresentados com média ± desvio 
padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente significante 
(p≤0,05)……………………………………………………………….. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A resposta das células à topografia em nanoescala é uma forma fundamental 

de interação para o controle das funções celulares. Naturalmente, na matriz 

extracelular, existem superfícies com nanotopografia produzindo efeitos 

mecanotrandutores que influenciam processos como os de migração e polarização 

celular (BETTINGER et al., 2009). Esse fato foi extrapolado para a modificação da 

topografia de superfícies de implantes de titânio (Ti), sendo produzidas diversas 

superfícies em micro e nanoescala para melhorar a taxa de osseointegração (DE 

OLIVEIRA et al., 2007; MENDONÇA et al., 2008). As superfícies com nanotopografia 

produzem modificações na regulação da adsorção de proteínas e adesões focais 

celulares alterando as vias de sinalização intracelulares e, consequentemente, 

influenciando o fenótipo e resposta biológica aos implantes (SCHARTWZ et al., 2001; 

De OLIVEIRA et al., 2007; OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015). Essa resposta 

biológica está intimamente relacionada à capacidade de regulação das vias de 

sinalização da osteogênese, destacando-se a via de sinalização Wnt (Wnt, do inglês: 

wingless-related integration site) (BENNETT et al., 2005; GAUR et al., 2005; TAMURA 

et al., 2010; LERNER E OHLSSON, 2015). Entretanto, embora seja um fato que as 

superfícies de Ti com nanotopografia (Ti-Nano) favorecem a diferenciação 

osteoblástica, poucos estudos têm demonstrado a participação da via Wnt sobre os 

efeitos da topografia em nanoescala (WANG W et al., 2012; BOYAN et al., 2018).  

 

Via de sinalização Wnt 

 

  As proteínas WNT são essencialmente responsáveis pela organização 

estrutural, durante a embriogênese, de todos os organismos no reino animal 

(CLEVERS e NUSSE, 2012). Além disso, a via de sinalização Wnt participa da 

homeostase de tecidos adultos, afetando a estimulação mitogênica, o 

comprometimento e a diferenciação celular, sendo, dessa forma, considerada 

pleiotrópica (LOGAN e NUSSE, 2004). A interação específica entre ligantes, 

receptores, correceptores e inibidores de Wnt regula a homeostase da massa óssea, 

estimulando sua formação e regulando sua reabsorção por meio da ativação da via 

canônica ou das vias não canônicas de Wnt (LERNER e OHLSSON, 2015). 
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Histórico da via de sinalização Wnt 

 

 Em 1976, foi descrita uma mutação no gene Wingless que resultou na perda 

de asas em Drosophila melanogaster (SHARMA et al., 1976). Alguns anos depois, em 

1980, Nusslein-Volhard e Wieschaus encontraram vários genes importantes 

envolvidos na padronização dos parassegmentos ao longo do eixo anteroposterior de 

Drosophila, denominados genes de polaridade segmentar, sendo o mais conhecido 

deles o Hedgehog, além do Wingless (NUSSLEIN-VOLHARD e WIESCHAUS, 1980).  

 Em 1930, algumas linhagens de camundongos foram descritas como altamente 

susceptíveis ao desenvolvimento de câncer de mama e, pensava-se que por meio do 

leite, transferiam a doença para suas proles (BITTNER, KORTEWEG, 1936). Alguns 

anos depois, em 1962, descobriu-se que a “transmissão” ocorria em decorrência de 

um retrovírus denominado MMTV (MMTV, do inglês: mouse mammalian tumour virus) 

(LYONS, 1962). Vinte anos depois, Nusse e Varmus mostraram que o MMTV 

infectava com seu RNA o genoma de células mamárias que lentamente eram 

transformadas em células malignas e, posteriormente, as células infectadas 

expressavam RNA mensageiro não encontrado no tecido das glândulas mamárias 

normais, o que sugeriu que o vírus produzia crescimento tumorigênico pela ativação 

de determinados genes. Assim, um desses proto-oncogenes foi denominado Int1 

(Int1, do inglês: first common integration site) (NUSSE e VARMUS, 1982). No entanto, 

esse gene era fundamentalmente diferente dos proto-oncogenes conhecidos na 

época. O gene Int1 possuía uma sequência indicativa de que a proteína INT1 

produzida poderia ser um fator de crescimento extracelular, porém nenhuma tentativa 

de purificação dessa proteína mostrou-se eficaz. Anos depois, foram identificadas 

sequências relacionadas com o Int1 no genoma de Drosophila melanogaster e, em 

1987, Ritsewijk e colaboradores clonaram o homólogo de Drosophila Int1 e 

descobriram que ele era idêntico ao Wingless (RIJSEWIJK et al., 1987), revelando 

assim que o mesmo gene estava envolvido no desenvolvimento embrionário e no 

câncer. Em 1991, foi estabelecido que os genes pertencentes à família Int1/Wingless 

fossem denominados Wnt (Wingless-related integration site) (NUSSE e VARMUS, 

1992). 
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Sinalização Wnt canônica  

 

 Após as descobertas iniciais do gene Wnt1 e seu correspondente receptor de 

membrana, os mecanismos de sinalização intracelulares subsequentes foram 

amplamente estudados e considerados incomumente complexos, embora os 

componentes principais sejam relativamente simples (MAC DONALD e TAMAI, 2009; 

CLEVERS e NUSSE, 2012). Três vias de sinalização Wnt foram caracterizadas: (1) a 

via canônica (Wnt/β-catenina), (2) a via não canônica Wnt/Ca2+ e (3) a via não 

canônica de polaridade celular planar, sendo as duas primeiras envolvidas na 

diferenciação e maturação osteoblástica e formação óssea, segundo achados de 

estudos in vitro e com modelos de animais knockout (YOSHIKAWA et al., 1997; 

YAMAGUCHI et al., 1999; GRIGORYAN et al., 2008; TAMURA et al., 2010). A via 

mais conhecida é a via Wnt/β-catenina cujos componentes consistem em um 

complexo heterotrimérico composto pelo ligante WNT, o correceptor de passagem 

única de transmembrana LRP (LRP, do inglês: low-density lipoprotein receptor protein) 

e os receptores de sinalização transmembrana Frizzled (FZD). Sua ativação ocorre 

pela interação de um dos ligantes da classe WNT1 (WNT1, WNT3, WNT3a, WNT7a, 

WNT7b, WNT8a, WNT10b) com receptores FZD e o complexo LRP5/6, resultando na 

fosforilação de LRP e ativação da proteína Dishevelled (DSH). Quando isso ocorre, 

enormes signalossomas são formados (BILIC et al., 2007; GAMMONS et al., 2016; 

DeBRUINE et al., 2017; GERLACH et al., 2018), inibindo o complexo de destruição 

formado pelo produto do gene APC (APC, do inglês: adenomatous polyposis coli), 

AXIN, CK1 (CK1, do inglês: casein kinase 1) e glicogênio sintase quinase 3β (GSK3β) 

(BERATIK et al., 2011). Consequentemente, a enzima GSK3β é incapaz de fosforilar 

a β-Catenina, que fica acumulada no citoplasma e posteriormente é translocada para 

o núcleo, onde desloca o correpressor GROUCHO e interage com o fator de 

transcrição celular T/intensificador linfoide (TCF/LEF) para mediar diversos efeitos da 

via Wnt sobre a transcrição gênica (BEHRENS et al., 1996; KRISHNAN et al., 2006) 

(Figura 1b). Na ausência de WNT, a β-Catenina citoplasmática é ligada por AXIN e 

APC, fosforilada por GSK3β e CK1 e ubiquitinada pela β-TrCP (β-TrCP, do inglês: 

beta-transducin repeat-containing protein) da ligase E3 (BEHRENS et al., 1998; 

STAMOS e WEIS, 2013). Assim, sem o sinal de WNT, esse "complexo de destruição" 

garante que a β-Catenina recém-sintetizada seja continuamente eliminada pelo 

proteassoma (Figura 1a). 
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Sinalização Wnt não canônica 

 

 As vias não canônicas medeiam a sinalização WNT independente de LRP e β-

Catenina. Devido ao fato de o DSH possuir múltiplos domínios que permitem sua 

ligação a várias proteínas, a interação DSH/FZDs pode iniciar diferentes cascatas de 

sinalização, como a via de polaridade celular planar (JENNY et al., 2010), na qual a 

ligação de WNT com FZD e o correceptor ROR2 ou Ryk, produzem o recrutamento 

de DSH para o FZD e sua associação com a proteína DAMM1 (DAMM1, do inglês: 

dishevelled-associated activator of morphogenesis 1). O DAMM1, então, ativa a 

proteína G Rho por meio da troca de guanina, seguido pela ativação de ROCK (ROCK, 

do inglês: Rho-associated protein kinase), um importante regulador do citoesqueleto. 

Alternativamente, o citoesqueleto pode ser regulado pela associação de DSH e pela 

proteína de sinalização G (RAC1) ativando fatores de transcrição quinase amino-

terminal c-Jun (JNK) e o fator ativador de transcrição 2 (ATF2) (LERNER e OHLSSON, 

2015) (Figura 1c). 

 Já a via não canônica Wnt/Ca2+ regula a liberação de Ca2+ a partir do retículo 

endoplasmático, controlando seus níveis intracelulares. Como nas demais vias Wnt, 

sua ativação ocorre após a ligação de uma proteína WNT (WNT5a/WNT11) ao 

receptor FZD que interage diretamente com a proteína DSH, ativando uma ampla 

matriz de efetores, incluindo a fosfolipase C (PLC) e a subsequente formação de 

trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Em seguida, o IP3 liga-se ao seu 

receptor no retículo endoplasmático, liberando cálcio para o citosol e ativando enzimas 

sensíveis ao Ca2+, como a calmodulina dependente de Ca2+ proteína quinase II 

(CAMKII), a proteína quinase C (PKC), calcineurina e, finalmente, o fator nuclear de 

células T ativadas (NFAT) envolvido nos processos de adesão e migração celular. 

Uma vez ativadas, essas proteínas desencadeiam cascatas de sinalização que 

modulam a expressão gênica (GALLI et al., 2011, 2012; LERNER e OHLSSON, 2015) 

(Figura 1d). 
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Figura 1. Esquema da via de sinalização Wnt: via Wnt/β-catenina inativada (a), via Wnt/β-
catenina ativada (b), via de polaridade celular planar (c) e via dependente de Ca2+ (d). Figura 
modificada de: Van Amerongen et al., 2010; Lerner e Ohlsson, 2015. 

 

Modificações topográficas nos implantes de Ti 

 

  O efeito da topografia de superfície sobre o comportamento celular foi 

evidenciado desde o início do século XX. Em 1911, Harrisson relatou sobre a 

migração de células embrionárias ao longo de filamentos com formato de teia de 

aranha. Muitos anos depois, Weiss (1945) demostrou que as células se alinhavam e 

migravam por fibras de vidro de 13 μm de espessura, denominando esse fenômeno 

como orientação por contato. Mais tarde, em 1964, Curtis e Varde mostraram que a 

orientação por contato é uma resposta direta das células à topografia. No início dos 

anos setenta, em experimentos in vitro, sulcos micrométricos foram introduzidos como 

uma alteração topográfica de superfície para melhorar a orientação celular de 

fibroblastos (ROVENSKY et al., 1971). Perto do final dos anos setenta, foi 

demonstrado que as placas de adesão focais reconheciam sulcos e picos nas 

modificações topográficas (OHARA e BUCK, 1979). Nos anos oitenta, vários grupos 

começaram a produzir microtexturas sobre substratos com alta precisão para o estudo 

do comportamento celular. Em 1986, Dunn e Brown demostraram que os fibroblastos 

se alinham a ranhuras de dimensões variando entre 1,65 e 8,96 μm e concluíram que 

a resposta celular depende da largura do rebordo e que o ângulo do sulco é um fator 

importante no espraiamento celular. 

 Os primeiros estudos clínicos considerando superfícies de implantes foram 

descritos a partir da década de 1960. Com estudos realizados por Branemark sobre a 
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microcirculação óssea, o Ti foi caracterizado como material capaz de sofrer 

osseointegração. Esse termo refere-se ao contato direto entre o tecido ósseo vivo e a 

superfície do metal (ALBREKTSSON et al., 1981). Porém, o conceito atual indica que 

a osseointegração é uma resposta de defesa em que o tecido ósseo forma uma 

interface para proteger o tecido ao redor do implante (ALBREKTSSON et al., 2017). 

A osseointegração é possível pelas excelentes propriedades mecânicas, resistência 

à corrosão e biocompatibilidade, o que tornou o Ti e suas ligas o material de escolha 

na confecção de implantes cirúrgicos, sejam ortopédicos ou dentários (KASEMO e 

LAUSMAA, 1988). 

 Nos anos seguintes à descoberta da osseointegração, alguns estudos foram 

realizados para avaliar o efeito de modificações na escala micrométrica sobre os 

implantes, revelando que as células se alinham ao longo dessas rugosidades e que 

também aumentam a formação óssea dependendo da profundidade das rugosidades 

no implante (CHEROUDI et al., 1997). Nos últimos anos, o cenário da modificação de 

topografia mudou da microtopografia para nanotopografia. Os pioneiros nesse campo 

foram os grupos de Jansen e Curtis (CURTIS et al., 2001; DALBY et al., 2002) 

realizando estudos in vitro com diversos tipos de nanotopografia. Várias técnicas têm 

sido empregadas para produzir superfícies nanotopográficas, seja por compactação 

de nanopartículas, usinagem, ataque químico e anodização. (RASOULI et al., 2018).  

 Em 1998, Nanci e colaboradores desenvolveram um método simples para obter 

superfícies de Ti com nanotopografia baseado na desoxidação e reoxidação 

controlada por meio de condicionamento químico com solução de H2SO4/H2O2. Os 

resultados experimentais revelaram que esse tratamento de superfície resulta na 

formação de nanotopografia caracterizada por uma rede de nanocavidades. Em 2004, 

De Oliveira e Nanci demonstraram que esse tratamento químico realizado por 

períodos de 1 a 4 horas em discos de liga de Ti estimula eventos iniciais em culturas 

primárias de células osteogênicas, aumentando a expressão citoplasmática e 

extracelular de osteopontina (OPN) e sialoproteína óssea (BSP) (DE OLIVEIRA E 

NANCI, 2004). Dados os resultados biológicos iniciais promissores, em 2006, Yi e 

colaboradores caracterizaram, através de diferentes métodos, a superfície de Ti com 

nanotopografia desenvolvida pelo condicionamento com H2SO4/H2O2 e revelaram que 

essa superfície é formada por uma camada de TiO2, puro em sua maioria, com 
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espessura de 32 a 40 nm, de fase amorfa e altamente porosa, com nanocavidades 

com diâmetros de 22 ± 7 nm (YI et al., 2006).  

 

Sinalização Wnt sobre implantes de Ti 

 

 Estudos genômicos in vitro e in vivo identificaram as vias de sinalização Wnt 

como sendo as mais intensamente moduladas por características da superfície de 

implantes, como a topografia e molhabilidade (WALL et al., 2009; VLACIC-ZISCHKE 

et al., 2011; IVANOVSKI et al., 2011a; 2011b). Sabe-se que diferentes vias Wnt são 

ativadas em resposta a alterações da topografia de superfície por meio da sobre-

expressão de ligantes WNT como WNT2b, WNT8b, WNT10a e do receptor LRP5, 

resultando em aumento da diferenciação osteoblástica em culturas crescidas sobre 

superfícies de Ti microestruturadas (OLIVARES-NAVARRETE et al., 2011). Porém, 

os estudos que investigaram quais vias Wnt são mais importantes na interação entre 

osteoblastos e superfícies de Ti apresentaram resultados contraditórios. Foi 

demonstrado que a via de sinalização Wnt canônica é relevante na fase inicial da 

diferenciação osteoblástica, enquanto a via não canônica Wnt/Ca2+ é crítica nas fases 

posteriores da diferenciação induzida por superfícies de Ti com microtopografia 

(OLIVARES-NAVARRETE et al., 2010). Em estudo posterior, os mesmos autores 

sugeriram que a sinalização Wnt canônica não desempenha um papel crucial no 

processo de diferenciação osteoblástica (OLIVARES-NAVARRETE et al., 2011). Em 

contraste, a avaliação de células crescidas sobre Ti indicou que a topografia de 

superfície regula a produção de moduladores da via Wnt canônica, promovendo sua 

ativação e a consequente diferenciação osteoblástica (WANG W et al., 2012). Boyan, 

em 2018, demostrou que o ligante WNT11 interage com o WNT5a para mediar o 

comprometimento de células-tronco em osteoblastos, e este efeito é proporcional à 

presença de modificações topográficas em escala micrométrica contribuindo para a 

formação óssea peri-implantar através de uma cascata de sinalização regulada por 

proteínas autócrinas e parácrinas (BOYAN et al., 2018). 

 Nosso grupo de pesquisa vem investigando a interação entre osteoblastos e a 

superfície de Ti com nanotopografia obtida pelo condicionamento químico com 

solução de H2SO4/H2O2. Resultados prévios mostraram que a nanotopografia induz a 

diferenciação osteoblástica tanto em condições osteogênicas como não-osteogênicas 
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(DE OLIVEIRA et al., 2007; ROSA et al., 2014). Também demonstraram que o 

potencial osteogênico da nanotopografia envolve pelo menos dois mecanismos 

intracelulares: (1) produzindo a modulação da via de sinalização das BMPs por uma 

combinação de aumento da produção endógena de BMP2 e de redução da expressão 

dos microRNA-4448, -4708 e -4773, os quais inibem SMAD1 e SMAD4, ambas 

transdutoras do sinal osteogênico da BMP2 (KATO et al., 2014, CASTRO-RAUCCI et 

al., 2016) e (2) aumentando a expressão das integrinas α1β1, (ROSA et al., 2014) e 

integrina β3 que ativa sinais de transdução Wnt e BMP para regular a formação óssea 

(LOPES et al., 2019). Portanto, nós elaboramos a hipótese de que as vias de 

sinalização Wnt estão, ao menos em parte, envolvidas no potencial osteogênico da 

superfície de Ti com nanotopografia. 

 Para avaliar nossa hipótese, utilizamos a técnica CRISPR (CRISPR, do inglês: 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats) associado à nuclease Cas9, 

(Cas9, do inglês: CRISPR-associated 9) (CRISPR-Cas9) por ser uma ferramenta que 

tem revolucionado a engenharia genética pela eficiência e simplicidade para 

modificação do DNA de forma precisa. 

 

Edição gênica por nucleases 

 

 A edição precisa do genoma vem sendo utilizada como uma ferramenta eficaz 

para adicionar, remover ou alterar sequências de DNA, sendo essencial para realizar 

estudos que buscam a compreensão genética de características fenotípicas. Assim, 

ao longo dos últimos 50 anos, as tecnologias para modificar o genoma se 

desenvolveram rapidamente. Inicialmente dependia-se da mutação espontânea para 

estudar as características genéticas. Na década de 1940, tornou-se possível gerar 

mutações aleatórias no genoma, por meio da mutagênese gerada por tratamento 

químico ou radiação (AUERBACH et al., 1947). A geração de mutações aleatórias 

continuou apesar do uso de transposons que permitiam inserir DNA exógeno no 

genoma de alguns organismos e, só nos anos oitenta, foi possível a mutação 

direcionada com o desenvolvimento da recombinação homóloga (THOMAS, FOLGER 

E CAPECCHI, 1986). Porém, as inserções aleatórias geravam mutações indesejadas. 

Em 1989, começou o uso de nucleases: enzimas capazes de produzir quebras da 

dupla fita de DNA em um local específico (RUDIN et al, 1989). Com o tempo, os 
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métodos de análise genética melhoraram, aumentando a compreensão do sistema de 

reparo do DNA, seja por junção de extremidades não homólogas (NHEJ, do inglês: 

non homologous end joint), ou por reparo dirigido por homologia (HDR, do inglês: 

homologous direct repair) (TSUKAMOTO et al., 1998). Nos anos noventa, a utilização 

de outras nucleases permitiu o aperfeiçoamento de técnicas como as ZFNs (ZFNs, do 

inglês: zinc finger nucleases) (KIM et al., 1996), ou TALENS (TALENS, do inglês: 

transcription activator like effector nucleases) (STERNEBERG et al., 1986; LI et al., 

2011). Assim, edição genética através de cortes em locais específicos do DNA veio 

demonstrar todo o potencial das nucleases. A mais recente endonuclease é a Cas9, 

que é capaz de produzir a quebra da dupla fita de DNA direcionada por uma pequena 

sequência de RNA que reconhece o DNA alvo por complementariedade, tornando 

acessível à ação da Cas9 (CARROLL, 2017).  

  

Mecanismo do sistema CRISPR-Cas9 

 

 A tecnologia CRISPR-Cas9 originou-se do sistema CRISPR-Cas do tipo II 

proveniente da bactéria Streptococcus pyogenes. É o sistema mais estudado devido 

à sua menor complexidade mecanística e mais fácil aplicabilidade (DOUDNA e 

CHARPENTIER, 2014; JINEK et al., 2012). O CRISPR-Cas9 foi descoberto como 

mecanismo de defesa de bactérias infectadas por fagos e plasmídeos de DNA. A 

memória imunitária surge após o DNA invasor ser cortado em pequenos fragmentos 

e incorporado no CRISPR locus do hospedeiro, passando a ser designado como 

protoespaçador (BARRANGOU et al., 2007; 2014; DOUDNA e CHARPENTIER, 

2014). Em seguida, o locus é transcrito numa cadeia precursora de RNA não 

codificante (pre-crRNA). As cadeias repetidas do pre-crRNA sofrem hibridação com 

um segundo RNA não codificante, o tracrRNA (tracrRNA, do inglês: trans-activating 

CRISPR RNA), formando uma cadeia dupla de RNA que é clivada e processada pela 

enzima RNAse III. A forma duplex de crRNA-tracrRNA associa-se com a nuclease 

Cas9 para promover o reconhecimento e destruição do DNA invasor in vitro (CONG 

et al., 2013; MALI et al., 2013). A Cas9 promove o seu direcionamento à sequência 

de DNA alvo usando uma pequena região de três nucleotídeos, (NGG, base-

guanosina-guanosina), denominada sequência PAM (PAM, do inglês: protospacer 

adjacent motif) presente no DNA alvo. Então, a Cas9 reconhece e separa os GG dos 



34  |  Introdução     
 

 

 

seus pares complementares CC, expondo o grupo fosfato da base nucleotídica da 

PAM, promovendo o híbrido DNA-RNA upstream da PAM (SANDER e JOUNG, 2014). 

Uma vez ligada a Cas9 com a sequência alvo, o domínio da Cas9 HNH cliva a cadeia 

complementar e o domínio RuvC, a cadeia não complementar provocando a clivagem 

da dupla fita de DNA (RICHTER et al., 2012). 

 Essa clivagem da fita dupla de DNA, quando aplicada em células de eucariotos, 

tende a ser reparada por um dos dois mecanismos naturais de reparo celular: a junção 

de extremidades não homóloga (NHEJ), ou reparação por recombinação homóloga 

(HDR). O NHEJ pode levar ou à religação das extremidades resultando na 

reconstituição perfeita da sequência ou à ligação com erros, por causa de inserções 

ou deleções no locus genômico, produzindo mudanças na fase de leitura, como a 

formação de mutações tipo frameshift que levam à geração de um códon prematuro 

de parada (Stop codon) resultando na produção de proteínas não funcionais ou até 

no impedimento da produção de proteínas. O HDR necessita de um molde de DNA 

contendo a sequência homóloga da região afetada. Esse molde pode ser incorporado 

ao locus e gerar alterações na sequência genômica (DOUDNA e CHARPENTIER, 

2014) (Figura 2a). 

 

CRISPR-Cas9-KRAB 

 

 Em essência, a versão inicial da técnica CRISPR-Cas9 promove uma clivagem 

sítio-dirigida no DNA-alvo, que poderia ser reparada por NHEJ culminando em 

mutações pontuais aleatórias na sequência-alvo ou por HDR, resultando em 

alterações precisas na sequência nucleotídica-alvo.  

 A utilização de uma versão da nuclease Cas9 cataliticamente inativa, incapaz 

de clivar a dupla fita de DNA, mesmo estando associada ao gRNA, a dCas9 (dCas9, 

do inglês: dead-Cas9) permite que a técnica CRISPR-Cas9 seja explorada. O gene 

da dCas9 une-se a uma sequência codificadora de uma proteína de marcação, tal 

como a proteína verde fluorescente (GFP, do inglês: green fluorescent protein) ou uma 

sequência codificadora de antibiótico (Puromicina). Dessa forma, quando de sua 

expressão, a dCas9 apresenta-se indiretamente fluorescente ou permite uma 

melhoria de sua eficiência por seleção através de antibióticos. Assim, usar a dCas9 

para reprimir a expressão de um gene é relativamente mais fácil e garantida do que 

usá-la para gerar um gene knockout. Isso ocorre uma vez que um único gRNA com 
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posicionamento adequado é suficiente para supressão de até 80% de transcrição 

(GILBERT et al., 2013). Entretanto, se a utilização de apenas um gRNA não alcançar 

a repressão gênica desejada, múltiplos gRNAs podem ser usados. 

 A utilização da dCas9 poder ocorrer isoladamente ou em sua forma conjugada 

ao repressor de transcrição o KRAB (KRAB, do inglês: krüppel-associated box 

domain). Em ambos os casos a dCas9 deve ser direcionada ao promotor de um gene 

ou ao seu sítio de início de transcrição, TSS (TSS, do inglês: transcription start site). 

A dCas9 liga-se com grande afinidade ao DNA através do gRNA, bloqueando a 

ligação de fatores de transcrição e do complexo da própria RNA polimerase, 

impedindo assim a transcrição (GILBERT et al., 2013). 

 A dCas9-KRAB é capaz de impedir fisicamente a ligação de outras proteínas 

ao DNA e também promover a formação de heterocromatina tornando-se essencial 

para a repressão eficiente da transcrição. O gRNA deve ser dirigido à região do TSS, 

ou até 100 pares de bases antes ou depois do mesmo (GILBERT et al., 2013). Sabe-

se que, quanto mais longe do TSS estiver a dCas9, menos efetiva será a repressão. 

A exceção acontece quando a dCas9-KRAB é posicionada de forma a silenciar 

ativadores distantes (THAKORE et al., 2015) (Figura 2b). 

 

 

Figura 2. Esquema do sistema CRISPR-Cas9: Edição gênica por CRISPR-Cas9 (a), 
repressão da transcrição por CRISPR-Cas9-KRAB (b). Figura modificada de: 
https://www.genengnews.com/uncategorized/a-power-up-for-unbiased-screening-with-crispr 
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 Neste estudo, utilizamos a ferramenta CRISPR-Cas9 e sua modificação 

CRISPR-Cas9-KRAB para investigar a participação das vias de sinalização Wnt no 

potencial osteogênico de superfícies de Ti-Nano.  
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OBJETIVO GERAL 

 

 Determinar a participação das vias de sinalização Wnt no potencial osteogênico 

da superfície de Ti com nanotopografia comparada à superfície de Ti usinada. 
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CAPÍTULO 1 – EFEITO DA SUPERFÍCIE DE TI-NANO SOBRE A EXPRESSÃO DE 

GENES RELACIONADOS ÀS VIAS DE SINALIZAÇÃO WNT 

 

 

1.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 

• Avaliar o efeito da superfície de Ti-Nano sobre a expressão de genes 

relacionados às vias de sinalização canônica Wnt/β-catenina e não 

canônica Wnt/Ca2+ em células da linhagem MC3T3-E1. 

 

1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.2.1 Cultura de células da linhagem MC3T3-E1 

 Células da linhagem MC3T3-E1, subclone 14 obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC, EUA) foram utilizadas com base nos estudos já realizados 

pelo nosso grupo em relação às vias de sinalização envolvidas no potencial 

osteogênico da superfície de Ti-Nano (KATO et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 

2016). As células foram cultivadas em frascos de poliestireno de 75 cm2 (Corning 

Incorporated, EUA) em meio de cultura constituído por Meio Essencial Mínimo, 

modificação α (α -MEM, Gibco, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Gibco), 100 µg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina (Life Technologies, 

EUA), denominado meio de crescimento. Na subconfluência da cultura (4–5 dias), foi 

adicionada solução de tripsina a 0,25% (Gibco) e EDTA a 1 mM (Gibco) para obtenção 

da suspensão de células que foram utilizadas nos experimentos descritos abaixo. 

Após o plaqueamento, as culturas foram mantidas por períodos de até 7 dias e a 

progressão foi avaliada em microscópio de fase invertido Axiovert 25 (Zeiss, 

Alemanha). O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e durante todo o tempo de 

cultura e as células foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% 

de CO2 e 95% de ar atmosférico. 

 

1.2.2 Obtenção das amostras de Ti 

Discos de Ti comercialmente puros, grau 2, de 13 mm de diâmetro e 2 mm de 

altura (Realum, Brasil), usinados, foram lixados com lixas de carbeto de silício de 

granulação 180, 320 e 600, lavados em ultrassom e submetidos a condicionamento 
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em solução de H2SO4 10 N e H2O2 30% por 4 horas a 4ºC em gelo, sob agitação 

constante. Os discos foram, em seguida, lavados em água destilada e secos ao ar. 

Discos usinados apenas lixados e lavados foram utilizados como controle.  

 

1.2.3 Caracterização das superfícies de Ti 

 Discos de Ti de ambos os grupos foram examinados em microscópio 

eletrônico de varredura Inspect S50 (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA) para 

confimação da geração da nanotopografia. 

 

1.2.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real  

 As células foram plaqueadas na densidade de 2x104 células/poço sobre os 

discos de Ti-Usinado e Ti-Nano, em placas de 24 poços e mantidas em meio 

osteogênico, composto por meio de expansão suplementado com 5 μg/mL de ácido 

ascórbico (Gibco) e beta-glicerofosfato a 7 mM (Sigma-Aldrich, EUA). Ao final de 5 e 

7 dias de cultura, foi avaliada a expressão gênica, por PCR em tempo real, dos 

marcadores da via Wnt canônica, Fzd4, Fzd7, Fzd8, Lrp5, Lrp6, Ctnnb1, Axin2, Sfrp1, 

Sfrp2, Dkk1, Wnt10b, Lef e Tcf e da não-canônica, Fzd6, Ror1, Ror2, Wnt5a, Wnt11, 

Camk2a e Camk2d. O meio de cultura foi removido dos poços e foi adicionado o 

reagente Trizol LS (Invitrogen) à temperatura ambiente, por 5 minutos, sob agitação 

por pipetagem. A extração do RNA total foi realizada utilizando o kit SV Total RNA 

Isolation System (Promega, EUA) de acordo com especificações do fabricante. Em 

seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes comprimentos de onda (260, 280, 

230 e 320 nm) em espectrofotômetro (GE Healthcare, EUA) e sua integridade avaliada 

por meio do aparelho Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, EUA). A 

integridade do RNA foi verificada a partir de 100 ng do RNA total, seguindo as 

instruções do fabricante, sendo que valores de RIN (RIN, do inglês: RNA integrity 

number) superiores a 8 foram considerados adequados (FLEIGE e PFAFFL, 2006; 

SCHROEDER et al., 2006). Em seguida, foi confeccionada a fita de cDNA a partir de 

1 μg de RNA total. Esse procedimento foi feito no termociclador Mastercycle Gradient 

(Eppendorf, Alemanha) por meio de reação com a enzima transcriptase reversa, 

utilizando o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Para 

a reação de PCR em tempo real, foram utilizadas sondas TaqMan® (Applied 

Biosystems) para os genes-alvo, sendo as reações feitas no aparelho StepOne Plus 
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(Life-Technologies, EUA). As reações foram realizadas em triplicata (n=3), utilizando 

5 μL de Taqman® Gene Expression Master Mix, 0,5 μL de Taqman® Gene Expression 

Master Mix (Sondas + Primers) e 4,5 μL de cDNA (11,25 ng), para um volume final de 

10 μL/reação. As reações de amplificação consistiram em 2 minutos a 50ºC, 10 

minutos a 95ºC, quarenta ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC 

(desnaturação e extensão). Os resultados foram analisados com base no valor de Ct 

(cicle threshold ou ciclo limiar), sendo esse o ponto correspondente ao número de 

ciclos em que a amplificação das amostras atinge um limiar (determinado entre o nível 

de fluorescência dos controles negativos e a fase de amplificação exponencial das 

amostras) que permite a análise quantitativa da expressão do fator avaliado. Como 

controle endógeno, foi avaliada a expressão do gene beta actina (ACTB). Uma 

amostra negativa (água) foi submetida à reação com cada sonda Taqman® utilizada. 

O método comparativo de 2-ddCt foi utilizado para comparar a expressão gênica das 

células dos diferentes grupos experimentais (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). 

 

1.2.5 Análise estatística 

 Os dados da expressão gênica foram obtidos em triplicata (n=3) e submetidos 

aos testes de aderência à curva normal e homogeneidade de variâncias. Constatada 

a normalidade da distribuição amostral, foi aplicada a análise de variância (ANOVA 

one-way), seguida de pós-teste Student Newman Keuls. O nível de significância foi de 

5% (p  0,05). 
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1.3 RESULTADOS 

 

1.3.1 Caracterização da superfície de Ti-Nano  

 

 Na nanoescala, a superfície de Ti-Usinado apresentou uma superfície lisa 

irregular (Figura 3a), enquanto o Ti-Nano apresentou uma rede de nanoporos (Figura 

3b).  

 
Figura 3. Caracterização das superfícies de Ti. Microscopia eletrônica de varredura de alta 
resolução da superfície de Ti-Usinado (a) e Ti-Nano (b). Barra de escala = 100 nm. 
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1.3.2 Efeito da superfície de Ti-Nano sobre a expressão de genes relacionados 

às vias de sinalização Wnt 

 

 A expressão dos genes relativos a via de sinalização Wnt foi diferente, na 

dependência da superfície avaliada e do tempo experimental. Aos 5 dias de cultivo, 

nota-se o aumento da expressão dos genes Sfrp2, Wnt10b, Wnt11, Fzd4, Fzd6, Fzd7, 

Fzd8, Lpr5, Lpr6, Ror1, Axin2, Camk2a, Camk2d e Lef nas células da linhagem 

osteoblástica MC3T3-E1 crescidas sobre a superfície Ti-Nano comparada ao Ti-

Usinado; aos 7 dias apenas os genes Wnt10b, Fzd3, Fzd6 e Lef apresentaram maior 

expresão (Figura 4a; Heatmap). Os genes mais intensamente modulados pela 

superficie de Ti-Nano foram os genes Fzd4 (p=0.001) e Fzd6 (p=0.0001) aos 5 dias 

de diferenciação osteoblástica (Figura 4a-4c).  

 

 

Figura 4. Expressão gênica de genes relacionados a via Wnt. Agrupamento hierárquico 
Heatmap representando 20 genes da via Wnt diferencialmente expressos em células MC3T3-
E1 crescidas sobre superfícies de Ti-Usinado e Ti-Nano aos 5 e 7 dias. O verde indica indução 
da expressão, o vermelho indica repressão e o preto ausência de modulação em relação ao 
grupo Ti-Usinado calibrado com valor de 1 (a). Expressão dos genes mais intensamente 
modulados pela superfície de Ti-Nano, o gene Fzd4 (b) e gene Fzd6 (c). Os dados são 
apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente 
significante entre Ti-Nano e Ti-Usinado dentro do mesmo período (p≤0,05). 
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1.3.3 Análise do efeito da superfície de Ti-Nano sobre a expressão de genes 

relacionados às vias de sinalização Wnt  

 

 De uma maneira geral, a superfície de Ti-Nano modula a expressão dos genes 

relacionados a via de sinalização Wnt, principalmente aos 5 dias (Figura 4a). Assim, 

considerando a maior expressão de Wnt10b, Fzd4, Axin2 e os alvos Tcf/Lef, a via 

Wnt/β-catenina, pode estar modulando positivamente o aumento da diferenciação 

osteoblástica e, considerando a expressão de Wnt5a, Wnt11, Fzd6 e Camk2a e 

Camk2d a via Wnt/Ca2+
 pode estar regulando os processos de adesão, migração e 

diferenciação de células MC3T3-E1 crescidas sobre superfícies Ti-Nano. A 

participação a priori das vias de sinalização Wnt está esquematizada abaixo (Figura 

5a-5b).  

 

Figura 5. Esquema das vias de sinalização Wnt/β-catenina, (a) e Wnt/Ca2+ (b), considerando 
a expressão gênica de alvos de Wnt em células da linhagem MC3T3-E1 crescidas sobre 
superfícies de Ti-Nano aos 5 dias.  
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1.4 DISCUSSÃO 

 

 A via de sinalização Wnt está constituída por proteínas extracelulares que 

ativam diferentes domínios nos receptores transmembrana Frizzled e iniciam assim a 

ativação tanto da via canônica Wnt/β-catenina como das vias não canônicas, Wnt/Ca2+ 

e de polaridade celular planar (LERNER e OHLSSON, 2015). Embora várias WNTs 

ativem vias dependentes ou não de β-Catenina, a atividade das WNTs depende do 

contexto celular e do receptor e, portanto, não podem ser rigorosamente subdivididas 

de acordo com a via que eles induzem. Isso ocorre porque existem 19 genes que 

codificam WNTs em mamíferos e que interagem com 15 receptores e correceptores 

diferentes, e a combinação particular destes com uma determinada WNT determina 

qual via de sinalização será utilizada. No entanto, esse código de interação ligante e 

receptor, está começando a ser elucidado, por exemplo, a WNT1, WNT3A, WNT8 e 

WNT10b são mais comumente encontradas na sinalização dependente de β-

Catenina, e WNT5A e WNT11 estão predominantemente envolvidas na sinalização 

independente de β-Catenina. Por outro lado, as proteínas Frizzled atuariam como 

receptores comuns para as vias dependentes de β-Catenina e independentes de β-

Catenina, e o uso de LRP5 e LRP6 ou ROR1 e ROR2 determina as vias dependentes 

de β-Catenina e independentes de β-Catenina, respectivamente (TAMURA et al., 

2010;  CAWTHORN et al., 2012; JANDA et al., 2012)  

 Nossos resultados revelam que os genes Wnt5a/Wnt11 e Wnt10b têm maior 

expressão aos 5 e 7 dias, respectivamente, em células da linhagem MC3T3-E1 

crescidas sobre superfícies de Ti-Nano quando comparado ao grupo Usinado (Figura 

4a). Várias linhas de pesquisa apontam que o ligante WNT5a antagoniza a sinalização 

Wnt/β-catenina, como por exemplo, ativando a via WNT/Ca2+ (ISHITANI et al., 2003). 

Em outro estudo, em células HEK293 a WNT5a compete com o ligante WNT3a 

canônico pelo receptor FZD2, pois a adição de ambos os ligantes diminui a ativação 

da via Wnt/β-catenina quando comparada à adição da WNT3a isolada (SATO et al., 

2010). No entanto, a WNT5a poderia participar tanto da inibição como da ativação da 

via Wnt/β-catenina, já que foi demostrado que ela regula autonomamente a expressão 

de LRP5/6, promovendo, assim, a diferenciação osteoblástica e ainda a produção da 

inibição da diferenciação adipocítica (OKAMOTO et al., 2014). A adição de WNT5a 

recombinante estimula a via não canônica, inibindo a β-Catenina, quando ligada ao 
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ROR2, porém quando ligada ao FZD4 estabiliza a β-Catenina, favorecendo a via 

canônica (MIKELS e NUSSE., 2006). O ligante WNT10b estimula a 

osteoblastogênese por meio da sinalização Wnt/β-catenina, favorecendo a indução de 

fatores de transcrição osteogênicos RUNX2, DLX5 e OSX e a supressão dos fatores 

de transcrição adipogênicos C/EBPα e PPARy. Foi demostrado que sua supressão 

em camundongos Wnt10b-/- produz a diminuição de osso trabecular e de osteocalcina 

sérica (BENNET et al., 2005; GREGORY et al., 2005). 

 Os ligantes WNT são glicoproteínas secretadas lipídio-modificadas que 

interagem com a superfície celular e os glicosaminoglicanos sulfatados da matriz 

extracelular, modulando sua biodistribuição e atividade (REICHSMAN et al., 1996). 

Devido à sua natureza hidrofóbica e afinidade por sulfatos de heparano e condroitina, 

a análise de WNTs por técnicas convencionais quantitativas como o ELISA ainda 

apresenta dificuldades (KUMMCITA et al., 2010). Pela mesma razão, a análise de 

WNTs por Western blot nesses tipos de experimentos poderia ser imprecisa devido 

ao acúmulo de WNTs na matriz extracelular ao longo do tempo (OLIVARES-

NAVARRETE et al., 2011). Portanto, selecionamos alvos que não são ligantes WNT 

para serem silenciados pela técnica CRISPR-Cas9. 

 Visando à escolha de genes candidatos a serem silenciados pela técnica 

CRISPR-Cas9, identificamos os genes que codificam os receptores FZD4 e FZD6 por 

apresentar maior expressão gênica em células da linhagem MC3T3-E1 crescidas 

sobre superfícies de Ti-Nano quando comparado ao grupo usinado em 5 dias (Figura 

4). Os receptores Frizzled compartilham uma arquitetura comum e todos eles 

conservam um domínio rico em cisteína (CRD) seguido por um domínio com sete 

segmentos transmembrana (GUBB e GARCIA-BELLIDO, 1982). A identificação dos 

Frizzled como receptores de WNT implica que atuam em pelo menos duas vias de 

sinalização distintas: via de polaridade celular planar/PCP (que pode ou não envolver 

um ligante Wnt) e a sinalização Wnt canônica. A primeira envolve a reorganização do 

citoesqueleto e é caracterizada por um pequeno conjunto de proteínas de membrana 

plasmática assimetricamente localizadas (incluindo Frizzled) e proteínas citosólicas 

associadas à membrana (GOODRICH e STRUTT, 2011). A via canônica envolve a 

ligação Wnt–Frizzled e leva à inibição da fosforilação e proteólise da β-Catenina, 

resultando na migração de β-Catenina para o núcleo regulando a transcrição em 

combinação com os fatores LEF/TCF (MACDONALD, TAMAI e HE, 2009; NUSSE, 
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2012). Uma terceira via, a via Wnt/Ca2+, é menos definida e sugere-se que envolva 

um sistema de transdução baseado na proteína G (WANG e MALBON, 2003). Dentre 

todos os Frizzled conhecidos por ativar a via WNT canônica, o FZD4 é o melhor 

compreendido em termos de função biológica, interação com outros ligantes e 

receptores e, portanto, também por seu papel em doenças humanas (WANG Y et al., 

2001; 2012). Em relação à osteogênese, foi demostrado que o microRNA 139-5p inibe 

a diferenciação osteoblástica de células-tronco mesenquimais, atingindo diretamente 

o FZD4 e a β-Catenina e impedindo assim a ativação da via Wnt canônica (LONG et 

al., 2017). 

 O FZD6 está envolvido principalmente na via Wnt/PCP, onde desempenha um 

papel importante na orientação dos folículos pilosos (GUO et al., 2014; nas células 

sensoriais auditivas e no fechamento do tubo neural (WANG Y et al., 2006). A mutação 

(R511C) do FZD6 altera a distribuição subcelular do receptor produzindo disfunção da 

sinalização WNT-FZD. Em fibroblastos induzidos com WNT3a e Fzd6 mutante a 

estabilidade da β-Catenina é inibida, assim como é inibido o aumento de WNT5a 

quando regulado pelo inibidor DKK1 (FROJMARK et al., 2011; NAZ et al., 2012). A 

maioria dos estudos demostra que o FZD6 está associado com a sinalização 

independente de β-Catenina. De fato, Golan e colaboradores, em 2004, demostraram 

que o FZD6 atua como regulador negativo da cascata de sinalização dependente de 

β-Catenina. A combinação do Fzd6 com o repórter Luciferase Tcf/Lef e Wnt1, Wnt3, 

Wnt3a, Wnt4 ou Wnt5a, em células HEK293T, não induziu aumento da atividade do 

repórter com qualquer um dos Wnts escolhidos. Ao contrário, o Fzd6 inibiu a atividade 

do repórter induzido pelo Fzd1 e Wnt3a. Este efeito inibitório de Fzd6 resulta da 

ativação de vias alternativas, por exemplo, a via da NLK (Nlk, do inglês: nemo-like 

kinase), que leva à fosforilação de TCF/LEF, reduzindo sua ligação ao DNA alvo 

(GOLAN et al., 2004). Heinonen e colaboradores identificaram o FZD6 como receptor 

para WNT4 em células progenitoras hematopoiéticas imaturas após comprovar a 

diminuição da proliferação celular quando mediada por WNT4 em ausência do FZD6 

(HEINONEN et al., 2011). Porém, apesar de estar comprovada a associação entre 

FZD6 e a transdução de sinal independente de β-Catenina, o FZD6 também pode 

estar associado à via canônica. Kolben e colaboradores, em 2012, relataram uma 

associação positiva em células-tronco mesenquimais humanas entre FZD6 e WNT3a, 

levando à ativação da β-Catenina.   
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1.5  CONCLUSÕES  

• A superfície de Ti-Nano induz a expressão de genes da via Wnt, 

principalmente aos 5 dias. 

• Os genes mais intensamente modulados pela superfície de Ti-Nano são o 

Fzd4 e o Fzd6 aos 5 dias de diferenciação osteoblástica em células 

MC3T3-E1. 
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CAPÍTULO 2 – EFEITO DO SILENCIAMENTO DO RECEPTOR FRIZZLED 4 (FZD4) 

SOBRE O POTENCIAL OSTEOGÊNICO DA SUPERFÍCIE DE TI-

NANO  

 

2.1  OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

• Investigar o efeito do silenciamento do gene relacionado à via de 

sinalização Wnt canônica, Frizzled 4, sobre o potencial osteogênico da 

superfície de Ti-Nano em culturas de células osteoblásticas da linhagem 

MC3T3-E1. 

 

2.2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1 Expressão constitutiva de dCas9-KRAB por células MC3T3-E1 

 

Para obter a expressão estável de células MC3T3-E1, partículas lentivirais 

foram infectadas contendo o vetor lentiviral dCas9-KRAB seguido da seleção com 

puromicina. Previamente, para gerar as partículas lentivirais, células 293-FT (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) foram transfectadas com o vetor lentiviral 

pHAGE EF1α dCas9-KRAB (Addgene #50919), o codificador de envelope pMD2.G e 

o vetor empacotador pspAX2 (radio 3:2:1) e o reagente de transfecção XtremeGENE 

HP DNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado de acordo com as instruções 

do fabricante. O meio contendo o vírus foi coletado 48 e 72 horas após a transfecção 

e as partículas virais foram concentradas utilizando o Lenti-X concentrator (Clontech, 

Mountain View, CA, EUA). Em seguida, as células MC3T3-E1 foram plaqueadas em 

placas de 6 poços a uma densidade celular de 1×105 células/poço e mantidas em 

meio de crescimento, a 37ºC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% 

de ar atmosférico. Após 24 horas, o meio de cultura foi trocado por uma solução 

contendo meio de crescimento com adição de 8 μg/mL de Polibreno (Sigma-Aldrich) 

e o vírus previamente preparado foi mantido a 37ºC em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. No dia seguinte, a solução lentiviral foi 

substituída por meio de crescimento fresco e 48 horas após a infecção, a seleção com 

puromicina (1,5 ng/μL) foi iniciada (Thermo Fischer Scientific) e mantida por 7 dias. A 
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presença de dCas9-KRAB foi confirmada por PCR em tempo real e Western blot para 

a proteína dCas9 (Figura 10a e 10b, respectivamente). Essas células MC3T3-E1-

KRAB foram consideradas posteriormente como controle. 

 

Figura 6. Vetor pHAGE EF1α dCas9-KRAB (Addgene #50919). É formado por uma sequência 
de 12,843 pares de base. Suas principais características são; a sequênica para expressão do 
domínio de repressão KRAB (Krüppel-associated box), o gene dCas9, o gene de resistência 
a puromicina (PuroR) e o gene de resistência à ampicilina (AmpR). 
 

 

2.2.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional  

 

Para amplificação do produto de PCR convencional, inicialmente foi isolado o 

DNA genômico. Para isso, aproximadamente 1×105 células MC3T3-E1 e KRAB 

(Controle) foram resuspendidas em 50 μL de solução QuickExtract (Lucigen-

Epicenter, Middleton, WI, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. A reação 
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de PCR convencional foi preparada com 10 μL de KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x) 

(Kapa Biosystems - Roche Applied Science Penzberg, DE-BY, DE), 0,5 µl de 

oligonucleotídeos forward e reverse (10 µM) com a seguintes sequências: (Forward-

ACTGATAAGGCTGACTTGCGGT, Reversse-CGAAGTTCCAGGGAGTGATGGT), 

100 ng de DNA genômico e complementada com H2O até 20 μL. A mistura foi 

submetida ao termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Alemanha) à 

desnaturação inicial a 94ºC durante 15 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 

30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto e 

extensão final por 10 minutos a 72°C. Aos produtos de PCR convencional foram 

adicionados 4 μL do Orange DNA loading dye (6x) (Thermo Fischer Scientific) e 

separados por eletroforese em gel a 1%. As bandas foram registradas no GelDoc UV 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

 

2.2.3 Detecção da expressão proteica por Western Blot 

 

 Para a detecção da proteína dCas9 por Western blot, as células MC3T3-E1 e 

KRAB (Controle) foram destacadas por tratamento com solução de 1mM EDTA, 1,3 

mg/mL de colagenase e tripsina a 0,25% (Gibco, EUA), homogeneizadas, transferidas 

para tubo falcon e centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi 

descartado e as células lavadas 3 vezes com 5 mL de PBS. Após a última 

centrifugação, todo o PBS foi removido e foi adicionado o tampão RIPA (NACl 150 

mM, Sigma-Aldrich; NP40 10%, Sigma-Aldrich; C24H39O4Na 0,5%, Sigma-Aldrich; 

SDS 0,1%, Sigma-Aldrich; e Tris base 50 mM, pH 8, Roche, EUA). A extração da 

proteína total foi realizada por lise celular, utilizando o aparelho de ultrassom (Misonix, 

EUA) com 5 pulsos de 10 segundos e intervalo de 10 segundos entre pulsos. 

Primeiramente, foi determinada a concentração de proteínas das amostras, em µg/mL, 

utilizando o kit comercial Protein Assay (BioRad) de acordo com as instruções do 

fabricante. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (BioTek Instruments 

Inc., EUA) com comprimento de onda de 750 nm. Em seguida, foram preparados géis 

de poliacrilamida 8,5% para separação das proteínas contendo, para um volume final 

de 10 mL: 2,84 mL de acrilamida, 2,60 mL de tampão Tris a 1,5% e SDS a 0,4%, pH 

8,8, 4,8 mL de água destilada, 10 µL de Temed e 75 µL de persulfato de amônio a 

10% (National Diagnostics, EUA). Após a polimerização do gel de separação, foi 
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confeccionado o gel de empilhamento 5% contendo, para um volume final de 5 mL: 

0,83 mL de acrilamida, 0,13 mL de tampão Tris HCl pH 6,8 1M e SDS 10%, 3,44 mL 

de água destilada, 12 µL de Temed e 20 µL de persulfato de amônia 10% (National 

Diagnostics, EUA). Após a polimerização, os géis foram montados em aparato próprio 

e foi adicionado o tampão de corrida composto por 3,01 g de Tris base (Roche), 14,4 

g de glicina (USB Corporation, EUA) e 1 g de SDS (Sigma-Aldrich) para um volume 

final de 1 L de água destilada. Para o ensaio, 30 µg de proteína de cada grupo, 

contidos em um volume final de 20 µL, foram misturados com 5 µL de tampão de 

amostra, contendo 7 mL de Tris base pH 6,8 (Roche), 3 mL de glicerol (Sigma-Aldrich), 

1 g de SDS (Sigma-Aldrich), 0,93 g de DTT (Sigma-Aldrich), 1,2 mg de bromofenol 

(Sigma-Aldrich) e 10 mL de água destilada e β-mercaptoetanol. Após aquecimento 

em banho-maria a 100°C por 5 minutos, as amostras foram aplicadas nos géis e a 

separação das proteínas foi realizada por eletroforese com aplicação de 100 Volts por 

1 hora. Como referência para identificação do peso molecular das proteínas 

marcadas, foi utilizado o marcador de bandas entre 10 e 250 kDa (Bio-Rad). As 

proteínas foram transferidas dos géis para membranas de nitrocelulose (Hybond C-

Extra, EUA) com o aparelho Trans-Blot® SD (BioRad), operado com 12 Volts por 45 

minutos. As membranas foram submetidas a três incubações: à temperatura 

ambiente, sendo: (1) bloqueio dos sítios inespecíficos por 1 hora, com leite desnatado 

5% diluído em Tampão Salino de Tris com Tween 20 (TBS-T), composto por 2.43 g 

de Tris, (Roche), 8 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 1 mL de Tween 20 e 1 L de água 

destilada, pH 7,6, (2) incubação overnight a 4ºC com o anticorpo primário anti-CRISPR 

(Cas9) (1:500, Biolegend, San Diego, CA, EUA) diluído em solução de leite desnatado 

2,5% em TBS-T e (3) incubação por 1 hora com anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase (1:2000, cabra anti-coelho IgG HRP; Santa Cruz Biotechnology) diluído 

em solução de leite desnatado 2,5% em TBS-T. Ao final de cada incubação, as 

membranas foram lavadas três vezes, 10 minutos cada, com TBS-T. Por fim, as 

membranas foram incubadas com solução quimiluminescente (Perkin Elmer, EUA) 

por 1 minuto e transferidas para o aparelho G:BOX (SynGene, EUA). Para a captação 

de imagens das bandas relativas às proteínas-alvo e obtenção dos dados 

quantitativos, foi utilizado o programa GeneSnap (SynGene, EUA). A expressão 

proteica foi normalizada pela expressão da proteína constitutiva Tubulina. Para isso, 

as membranas foram submetidas a tratamento com solução Re-blot plus mild 
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(Milipore, EUA) por 20 minutos, à temperatura ambiente, para a remoção dos 

anticorpos e incubadas de acordo com os procedimentos previamente descritos, 

utilizando o anticorpo primário antitubulina (1:1000, Santa Cruz, Biotechnology), 

seguido do anticorpo secundário (1:2000, goat anti-rabbit IgG HRP, Santa Cruz, 

Biotechnology). 

 

2.2.4 Construção do RNA guia (gRNA) 

 

A fim de silenciar a expressão de Fzd4, três gRNAs foram desenhados e 

avaliados por meio da plataforma Benchling (https://benchling.com). A região alvo foi 

-300 a +100 pares de bases do sítio de início de transcrição gênica (TSS). O gRNA 

com 20 pares de bases, foi selecionado considerando a melhor pontuação para “on-

target” e pior pontuação para “off-target”. As sequências oligonucleotídicas foram 

compradas da Invitrogem (Invitrogen-Life Technologies). 

 

Figura 7. Desenho do gRNA próximo ao TSS do gene Fzd4 Mus musculus. 

 

2.2.5 Transdução de MC3T3-E1-dCas9-KRAB com partículas lentivirais 

contendo gRNA Fzd4 

 

Para produzir as partículas lentivirais contendo o gRNA, os oligonucleotídeos 

foram, previamente, anelados e sujeitos à reação de digestão e ligação com o 

plasmídeo pLK5.sgRNA.EFS.GFP (Addgene #57822) (Figura 8). Em seguida, o 

plasmídeo foi transformado em células competentes Stbl3 (Invitrogen) e as colônias 

formadas foram crescidas em meio LB contendo ampicilina (50 μg/mL). A purificação 

foi realizada utilizando o kit ZRM Plasmid Maxiprep (Zymo Research, Irvine, CA, EUA) 
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de acordo com as instruções do fabricante e a concentração avaliada por densidade 

ótica a 260 nm. As partículas lentivirais foram geradas como descrito acima e as 

células KRAB (Controle) foram infectadas com o vírus para cada gRNA para gerar 

células gFzd4-MC3T3-E1. Em seguida, as células foram submetidas à seleção por 

citometria de fluxo por meio da expressão positiva de GFP. Para testar a eficiência do 

gFzd4, a expressão gênica do gene foi avaliada em células cultivadas sobre 

poliestireno e analisadas após atingir a subconfluência (80%) depois da seleção por 

citometria. A expressão do gene Fzd4 foi avaliada por PCR em tempo real como 

descrito previamente. 

 

Figura 8. Vetor pLK5.sgRNA.EFS.GFP (Addgene #57822). É formado por uma sequência de 
7408 pares de base. Suas principais características são; a sequência para expressão do 
promotor EF1∝ que permite a expressão da proteína GFP, o gene de resistência à ampicilina 
(AmpR) e o sitio Bsmb1 para clonagem do gRNA. 
 

 A seleção do melhor gRNA foi baseada na melhor resposta celular após a 
infecção em células MC3T3-E1 e com maior intensidade de fluorescência GFP+. 
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Figura 9. Fluorescência GFP+ para seleção de células infectadas com gRNA Fzd4. gRNA1 
(a-b), gRNA2 (c-d), gRNA3 (e-f) 48 horas após infecção. Barra de escala = 100nm. 
 

 

2.2.6 Efeito do silenciamento de Fzd4 em células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-

Usinado e Ti-Nano 

 

Com base nas análises de cada gRNA, foram selecionadas as células com o 

gFz4 mais eficiente, selecionado através de intensidade de GFP+ por citometria de 

fluxo. Então, as células Controle e gFzd4 foram contadas e plaqueadas na densidade 

de 2×104 células/disco em placas de cultura de 24 poços (Corning Incorporated) 

contendo discos de Ti-Usinado e Ti-Nano e cultivados em meio de crescimento por 

até 17 dias a 37°C em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. 

A avaliação do efeito do silenciamento foi realizada por expressão proteica de RUNX2, 

expressão gênica de marcadores osteogênicos aos 5 e 7 dias, ensaio de fosfatase 

alcalina aos 10 dias e ensaio de formação de matriz mineralizada aos 14 dias, como 

descritos abaixo. 

Para a detecção da expressão proteica de RUNX2, usamos o anticorpo 

primário anti-RUNX2 (1: 1000, MBL, Woburn, MA, EUA) overnight a 4°C seguido da 
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incubação com o anticorpo goat anti-mouse IgG conjugado com peroxidase (1: 2000, 

Santa Cruz Biotechnology). 

 

2.2.7 Detecção de fosfatase alcalina (ALP) in situ 

 

A atividade de ALP foi avaliada qualitativamente aos 10 dias pelo método Fast 

red (MAJORS et al., 1997). O meio de cultura foi removido das células cultivadas sobre 

Ti-Usinado e Ti-Nano 1 mL/poço e depois removido, e os discos lavados com solução 

de Hank (Hank’s Balanced Salts, Sigma-Aldrich) aquecida a 37°C. Foi adicionado 1 

mL/poço de solução tampão Tris (Sigma-Aldrich) 120 mM com pH 8,4, contendo 1,8 

mM de Fast red TR (Sigma), 0,9 mM de naftol-ASMX-fosfato (Sigma-Aldrich) e 1:9 de 

dimetilformamida (Merck) e os discos foram mantidos por 30 minutos em atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. As amostras foram depois 

examinadas sob epifluorescência, utilizando um Axio Imager - Microscópio de 

fluorescência M2 (Carl Zeiss, Göttingen, GO, DE) equipado com uma câmera digital 

Axiocam MRM (Carl Zeiss).  

As imagens adquiridas foram processadas usando o software Adobe 

Photoshop CS6 Extended, versão 13.0.4 (Adobe Systems, San Jose, CA, EUA). E 

analisadas em três campos escolhidos de forma randomizada em cinco discos de 

cada grupo (n=15) para ambos os discos Ti-Usinado e Ti-Nano no software ImageJ 

1.52 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Os resultados foram 

expressos como quantificação de pixels por área total. 

 

2.2.8 Formação de matriz mineralizada 

 

A detecção de matriz mineralizada foi realizada aos 14 dias de cultura. Ao final 

desse período, o meio de cultura foi removido, os discos lavados três vezes com 

solução de Hanks (Gibco) aquecida a 37C e preenchidos com álcool a 70% por 1h a 

4ºC. Em seguida, os poços foram lavados duas vezes com PBS, seguido de uma 

lavagem com H2O deionizada e processados para coloração com vermelho de 

alizarina (Sigma) por 15 minutos. O vermelho de alizarina colore áreas de 

mineralização ricas em cálcio. Depois desse tempo, o discos foram lavados duas 

vezes H2O deionizada e 1 vez com PBS. Para quantificação da coloração segundo 
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método de Gregory et al. (2004), 280 µL de ácido acético a 10% foram acrescentados 

a cada poço e as placas deixadas sob agitação suave por 30 min. A camada de células 

foi então raspada e a solução transferida para tubos de 1,5 mL e agitadas em vórtex 

por 30s. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 85°C por 10 min e transferidos para 

o gelo por 5 min. Na sequência, os tubos foram centrifugados a 13000 g por 20 min e 

100 µL do sobrenadante transferido para placas de 96 poços (Corning) previamente 

contendo 40 µL de hidróxido de amônia a 10%. Em seguida, a absorbância foi medida 

em espectrofotômetro (BioTek Instruments) utilizando comprimento de onda de 405 

nm. A formação de matriz mineralizada foi expressa como densidade óptica. 

 

2.2.9  Imunolocalização de OPN 

 

Aos 5 dias de cultura as superfícies de Ti foram fixadas em paraformaldeído 

4% com tampão fosfato a 0,1 M, pH 7,2, por 10 minutos à temperatura ambiente. Em 

seguida, as células foram processadas para imunofluorescência indireta. A 

permeabilização foi feita com solução de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,5% 

em tampão fosfato por 10 minutos, seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em 

tampão fosfato por 30 minutos. Anticorpos primários para sialoproteína óssea (1:200, 

WV1D1-9C5, Developmental  Studies Hybridoma Bank – DSHB, Iowa City, IA, EUA), 

osteopontina (1:800, MPIIIB10-1, DSHB), foram utilizados, seguidos de anticorpos 

secundários conjugados com fluoróforo Alexa Fluor 594 (fluorescência vermelha; 

1:200, Molecular Probes, EUA). Foi utilizada faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 

(fluorescência verde; 1:200, Molecular Probes), para visualização de actina. Todas as 

incubações dos anticorpos foram feitas em atmosfera úmida por 60 minutos à 

temperatura ambiente. Entre cada incubação, as amostras foram lavadas três vezes 

(5 minutos cada) em tampão fosfato.  

Antes da montagem para observação microscópica, os núcleos celulares 

foram marcados com DAPI (Molecular Probes) a 300 nM por 5 minutos. Os discos 

foram montados diretamente em lâminas de vidros e, em seguida, após montagem de 

lamínula de vidro Fisherbrand 12 mm (Fisher Scientific, EUA) com meio de montagem 

anti-fade (Vectashield, Vector Labs, EUA) sobre as superfícies contendo células, as 

amostras foram examinadas utilizando microscópio de fluorescência Leica DMLB 

(Leica, Alemanha) acoplado a uma câmera digital. As imagens adquiridas foram 
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processadas com o programa Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Inc.).  

 

2.2.10  Análise estatística 

 

 Os dados da expressão gênica foram obtidos em triplicata (n=3) e submetidos 

ao Teste t Student utilizando o programa SigmaPlot (Systat Software) para 

comparações dentro de cada período.  

 Os dados da atividade de ALP in situ obtidos em três campos escolhidos de 

forma randomizada em cinco discos de cada grupo (n=15) e os dados do ensaio de 

mineralização obtidos em quintuplicata (n=5) foram submetidos aos testes de 

aderência à curva normal e homogeneidade de variâncias. Constatada a normalidade 

da distribuição amostral, foi aplicada a análise de variância (ANOVA one-way), 

seguida de pós-teste Student Newman Keuls. Para todos os testes o nível de 

significância foi de 5% (p  0,05). 
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2.3  RESULTADOS 

 

2.3.1 Expressão constitutiva de dCas9 em células MC3T3-E1-KRAB 

 

Confirmamos a expressão constitutiva de dCas9 em células MC3T3-E1-KRAB 

por meio de avaliação do DNA genômico (Figura 10a) e da expressão proteica de 

dCas9 (Figura 10b). 

 

Figura 10. Expressão constitutiva de dCas9-KRAB em células MC3T3-E1. DNA genômico (a) 
e expressão proteica (b) da dCas9 em células MC3T3-E1 e em MC3T3-E1-KRAB. 
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2.3.2 Avaliação da eficácia do silenciamento de Fzd4 em células MC3T3-E1  

Considerando que o Ti-Nano regulou positivamente o Fzd4 e os alvos Lef e Tcf 

(Capítulo 1; Figura 3), a via Wnt/β-catenina pode estar envolvida no potencial 

osteogênico da superfície de Ti-Nano, e para testar esta hipótese, silenciamos o Fzd4 

usando o sistema CRISPR-dCas9-KRAB.  

Aos 3 dias após o sorting, a expressão de Fzd4 foi avaliada em culturas de 

células MC3T3-E1-KRAB denominadas Controle e, em células gFzd4-MC3T3-E1 

denominadas gFzd4. O gRNA mais eficiente (Figura 9f) reduziu aproximadamente 

40% a expressão gênica do Fzd4 (Figura 11, p=0.0045), 30% a expressão gênica do 

Lef (p=0.0001) e 80% o gene alvo Tcf (p=0.0001). 

 

 

Figura 11. Eficiência do CRISPR-dCas9-KRAB para silenciar o gene Fzd4. Regulação 
negativa da expressão dos genes alvo da via Wnt, Lef e Tcf sobre poliestireno em células 
gFzd4 aos 3 dias de cultura após a seleção GFP+ por citometria de fluxo. Os dados são 
apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente 
significante (p≤0,05). 
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2.3.3 Efeito do silenciamento de Fzd4 em células MC3T3-E1 sobre a expressão 

gênica e proteica de RUNX2  

 

 O RUNX2 é o principal fator de transcrição durante a diferenciação 

osteoblástica, regula a expressão do osterix (Sp7), como dos genes da matriz óssea; 

osteopontina (Spp1), osteocalcina (Bglap), Colágeno (Col1a1), sialoproteína óssea 

(Bsp) (KOMORI et al., 1997; LIAN et al., 2003; KOMORI, 2011). A expressão proteica 

de RUNX2 foi menor em células gFzd4 crescidas sobre Ti-Usinado (49,49%) e Ti-

Nano (59,11%) aos 5 dias (Figura 12c-12d).  

 

Figura 12. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre a expressão gênica e proteica de RUNX2 
em células gFzd4 crescidas sobre de Ti-Nano e Ti-Usinado. Expressão gênica de Runx2 aos 
5 dias (a) e 7 dias (b) em células gFzd4. Expressão proteica de RUNX2 (c-d) aos 5 e 7 dias 
em células gFzd4. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
 

 Os resultados revelam que o silenciamento do gene Fzd4 tem impacto 

relevante na expressão gênica e proteica de RUNX2 aos 5 dias. Portanto, a avaliação 

da expressão gênica de maracadores osteoblásticos e expressão proteica de OPN foi 

realizada aos 5 dias. A expressão de ALP in situ foi realizada aos 10 dias e, aos 14 

dias a expressão proteica de BSP e formação de matriz mineralizada.  
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2.3.4 Efeito do silenciamento de Fzd4 sobre o genótipo osteoblástico em 

células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano 

 

 Os resultados da expressão gênica e proteica de RUNX2 (Figura 12), 

demostram que o efeito do silenciamento de Fzd4 é mais relevante aos 5 dias. 

Portanto, escolhemos este período para realizar a avalização completa do genótipo 

osteoblástico.  

 A expressão gênica dos marcadores osteoblásticos em células gFzd4 foi menor 

tanto sobre Ti-Usinado como sobre Ti-Nano para os genes Osx (Figura 13a, 

p=0.00187 e p=0.00603), Alp (Figura 13b, p=0.00025 e p=0.00015), Col1a1 (Figura 

13c, p=0.00001 e p=0.00003), Bsp (Figura 13d, p=0.00007 e p=0.00013) e maior para 

a Opn (Figura 13e, p=0.00018 e p=0.00018) respectivamente. 

 
Figura 13. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre a expressão de marcadores osteoblásticos 
em células MC3T3-E1 crescidas sobre de Ti-Nano e Ti-Usinado. Expressão gênica de osterix 
(Osx), fosfatase alcalina (Alp), colágeno (Col1a1), sialoproteína óssea (Bsp) e osteopontina 
(Opn) de células gFzd4 aos 5 dias. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão 
(n=3). * indica diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
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2.3.5 Efeito do silenciamento de Fzd4 sobre o fenótipo osteoblástico em células 

MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano 

 

   O efeito do silenciamento de Fzd4 sobre o fenótipo osteoblástico foi avaliado 

por meio da análise das proteínas OPN aos 5 dias, ALP aos 10 dias e BSP e 

acumulação de matriz extracelular mineralizada aos 14 dias.   

   Aos 10 dias, após o silenciamento de Fzd4 a expressão proteica de ALP in situ 

foi menor em células gFzd4 crescidas sobre Ti-Usinado (86%, p=0.001) e Ti-Nano 

(81%, p=0.001) (Figura 14a-14b). Aos 5 dias, nota-se menor expressão proteica de 

OPN (Marcação em vermelho) em células gFzd4 (Figura 14e-14f) e observa-se 

também que há maior marcação de OPN nas superfícies de Ti-Nano comparadas ao 

Ti-Usinado (Figura 14d-14f).  

   Aos 14 dias, a formação de matriz mineralizada foi maior (p=0.0305) sobre a 

superfície de Ti-Nano comparada ao Ti-Usinado e após o silenciamento de Fzd4 sua 

expressão foi significativamente diminuída sobre o Ti-Nano (28%, p=0.001), 

entretanto, não houve diferença no Ti-Usinado (7%, p=0.072) (Figura 15a-15b). 

    A dupla marcação com vermelho de alizarina ARS (Vermelho) e sialoproteína 

óssea (BSP) (Verde) não revelou diferenças entre Ti-Nano (Figura 15d) e Ti-Usinado 

(Figura 15d), no entanto, após o silenciamento de Fzd4, a expressão de BSP foi maior 

em ambas as superfícies sendo, evidentemente, maior no Ti-Nano (Figura 15f) 

comparado ao Ti-Usinado (Figura 15e). 
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Figura 14. Efeito do silenciamento do Fzd4 sobre a expressão do fenótipo osteoblástico em 
células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano e Ti-Usinado. Atividade de fosfatase alcalina 
(ALP) in situ aos 10 dias de gFzd4 (a-b). Epifluorescência de osteopontina (OPN) aos 5 dias 
de células gFzd4. Fluorescência vermelha indica imunolocalização de OPN (c-f). Os dados 
quantativos são apresentados com média ± desvio padrão (n=15) (p≤0,05). Letras diferentes 
em minúscula indicam diferença estatisticamente significante. Barra de escala = 100 𝛍m. 
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Figura 15. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre a expressão do fenótipo osteoblástico em 
células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-nano e Ti-Usinado. Marcação de matriz mineralizada 
com vermelho de alizarina aos 14 dias de gFzd4 (a-f). Epifluorescência de sialoproteína óssea 
(BSP) aos 14 dias de células gFzd4 (c-f). Fluorescência verde indica imunolocalização de 
BSP e fluorescência vermelha indica marcação com vermelho de alizarina (A-D). Os dados 
são apresentados com média ± desvio padrão (n=5) (p≤0,05). Barra de escala = 400 𝛍m. 
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2.3.6 Efeito do silenciamento de Fzd4 sobre alvos da via Wnt/β-catenina em 

células MC3T3-E1 crescidas sobre superfície de Ti-Nano 

 

 A ativação do complexo de receptores Frizzled produz a inibição da cascata de 

fosforilação que estabiliza os níveis de β-Catenina intracelular. Subsequentemente, a 

β-Catenina é translocada ao núcleo para formar complexos transcricionais DNA-

ligantes β-Catenina/TCF/LEF. Este complexo regula diretamente o gene Runx2 

promovendo a formação óssea (GAUR et al., 2005). Considerando a menor expressão 

de RUNX2 aos 5 dias após o silenciamento de Fzd4 (Figura 13) e, o efeito negativo 

no fenótipo osteoblástico (Figura 14-15), avaliamos o efeito do silenciamento de Fzd4 

sobre a expressão proteica de β-Catenina fosforilada, e dos genes Lef e Tcf, alvo da 

via Wnt/β-catenina. 

 Aos 5 dias, a expressão proteica de β-Catenina fosforilada foi menor no Ti-

Nano comparado ao Ti-Usinado (p=0.006) e após o silenciamento de Fzd4 a 

expressão de β-Catenina fosforilada sobre o Ti-Nano foi aumentada em um (11,32%, 

p=0.001) mas não sobre o Ti-Usinado (p=0.448) (Figura 16a e 16b). A expressão 

gênica do Lef (Figura 16c) foi menor sobre Ti-Usinado (p=0.001) mas não sobre Ti-

Nano (p=0.303), entanto que a expressão génica de Tcf (Figura 16d) foi menor em 

ambas as superficies Ti-Usinado e Ti-Nano (p=0.001). 
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Figura 16. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre alvos da via Wnt/β-catenina em células 
MC3T3-E1 crescidas sobre superfície de Ti-Nano. Expressão proteica de β-Catenina 
fosforilada em células crescidas sobre Ti-Nano comparadas ao Ti-Usinado (a-b). Expressão 
gênica de Lef e Tcf, alvos da via Wnt/β-catenina em células Fzd4 silenciadas aos 5 dias (c-
d). Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * e letras diferentes em 
minúscula  indicam diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
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2.3.7   Efeito do silenciamento de Fzd4 na expressão gênica dos componentes 

da via de sinalização BMP e Integrinas de células MC3T3-E1 crescidas 

sobre Ti-Nano 

 

 

Considerando a intercomunicação entre as vias de sinalização Wnt e as vias 

BMPs e Integrinas (DEJAEGER et al., 2017; LOPES et al., 2019), nós investigamos 

se o silenciamento de Fzd4 poderia afetar a expressão gênica de componentes da via 

de sinalização das BMPs e das intengrinas em células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-

Nano.  

 A expressão gênica dos componentes da via das BMPs sobre Ti-Usinado e Ti-

Nano; Bmp4 (p=0.0006 e p=0.0005), Bmpr1a (p=0.06264 e p=0.00352), Bmpr2 

(p=0.00769 e p=0.00294), Smad1 (p=0.0001 e p=0.0001), Smad4 (p=0.0006 e 

p=0.00028) respectivamente, foi diminuída após o silenciamento de Fzd4 (Figura 17a-

17b). A expressão dos inibidores da via das BMPs sobre Ti-Usinado e Ti-Nano; Grem 

(p=0.0003 e p=0.00019), Nogg (p=0.00683 e p=0.00497), Smad7 (p=0.06019 e 

p=0.00327), Smad1 (p=0.000) e Smurf1 (p=0.00757 e p=0.00814) foi aumentada após 

silenciamento do Fzd4 (Figura 17c-17d). A expressão sobre Ti-Usinado e Ti-Nano de 

Chrd (p=0.08365 e p=0.00237), Smad6 (p=0.006 e p=0.43069) e Smurf2 (p=0.46609 

e p=0.99186) não foi afetada após o silenciamento de Fzd4 (Figura 17c-17d).  

 A expressão gênica dos componentes da via das integrinas sobre Ti-Usinado 

e Ti-Nano; Itgb1 (p=0.0121 e p=0.0022), Itga1 (p=0.0022 e p=0.0056), ItgV (p=0.0404 

e p=0.0423), Ptk2 (p=0.0214 e p=0.0122)  foi respectivamente diminuída após o 

silenciamento de Fzd4 (Figura 18a-18b) 
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Figura 17. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre a expressão de marcadores da via BMP 
em células MC3T3-E1 crescidas sobre superfície de Ti-nano. Expressão gênica de Bmp4, 
Bmpr1, Bmpr2, Smad1, Smad4 (a-b) e Chrd, Grem, Nogg, Smad6, Smad7, Smurf1 e Smurf2 
(c-d) de células gFzd4 aos 5 dias de cultura em meio osteogênico. Os dados são apresentados 
com média ± desvio padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 

 

 

 

Figura 18. Efeito do silenciamento do Fzd4, sobre a expressão de genes da via das Integrinas 
em células MC3T3-E1 crescidas sobre superfície de Ti-nano. Expressão gênica de integrina-
𝛃1 (Itg𝛃1), integrina ∝1 (Itg∝1), integrina ∝V (Itg∝V) e proteína tirosina quinase 2 (Ptk2) (a-b) 
de células gFzd4 aos 5 dias de cultura em meio osteogênico. Os dados são apresentados 
com média ± desvio padrão (n=3). * Indica diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
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2.4  DISCUSSÃO 

 

Em estudos anteriores, demostrou-se que a superfície de Ti-Nano modula 

mecanismos intracelulares produzindo uma melhor resposta biológica e consequente 

osteogênese (KATO et al., 2014; ROSA et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2016; 

ZHUKOVA et al., 2017; SOUZA et al., 2018; LOPES et al., 2019). Os mecanismos 

previamente estudados incluem a participação da via das Integrinas e BMPs e, 

adicionalmente, observou-se que a intercomunicação dessas vias com a via Wnt 

contribui com o potencial osteogênico da nanotopografia (LOPES et al., 2019). 

Entretanto, apesar de a via Wnt ser fundamental para o desenvolvimento do tecido 

ósseo (ZHONG et al., 2014; WANG Y et al., 2014; LI et al., 2018), sua participação no 

potencial osteogênico de superfícies de Ti-Nano ainda é incerta (OLIVARES-

NAVARRETE et al., 2011; WANG W, et al., 2012; GUOLI et al., 2016). Portanto, neste 

capítulo procuramos entender melhor a participação da via Wnt/β-catenina no 

potencial osteogênico da superfície de Ti-Nano.  

 Utilizando a técnica CRISPR-dCas9-KRAB, demostramos que o silenciamento 

do gene Fzd4 produz inibição do genótipo e fenótipo osteoblástico de células 

crescidas sobre superfícies de Ti-Nano (Figura 13-14-15) e essa diminuição é 

decorrente do aumento da β-Catenina fosforilada (11%) seguida da diminuição de 

expressão dos genes Tcf/Lef. O silenciamento de Fzd4 em torno de 40% (Figura 11) 

foi atingido usando um único gRNA (Figura 9e-9f). A escolha da sequência alvo do 

gRNA pode afetar significativamente o desempenho do sistema CRISPR-Cas9 

(PETERS et al., 2016; MOREB et al., 2017) e, apesar de a eficiência de repressão 

pela dCas9-KRAB ser incrementada quando utilizados vários gRNAs 

simultaneamente em mais de um alvo no DNA (STERNBERG e DOUDNA, 2015; 

FONTANA et al., 2018) durante a clonagem dos nossos vetores, o melhor resultado 

foi obtido com um único gRNA. A eficiência de repressão do Fzd4 foi confirmada pela 

menor expressão dos genes alvo da via Wnt, Tcf (80%) e Lef (25%) (Figura 11). 

Na literatura, apenas um estudo mostra o efeito da inibição de FZD4 em células 

MC3T3-E1. Shi e colaboradores (2015), em um estudo sobre o efeito inibitório de 

glucocorticóides, demostraram que aos 5 dias de diferenciação osteoblástica, o 

microRNA-199a-5p inibe o sítio de ligação 3’-UTR de Fzd4 e Wnt2, diminuindo 

drasticamente a proliferação de células MC3T3-E1 e de calvaria de camundongos, 
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comprometendo assim, o fenótipo osteoblástico (SHI et al., 2015). Em outro estudo, 

usando RNA de interferência para Fzd4 em células-tronco mesenquimais de medula 

óssea foi descrita a diminuição da expressão da RUNX2 seguida da inibição do 

fenótipo osteoblástico (QINGGUO et al., 2018). De igual forma, nossos resultados 

mostram aos 5 dias a diminuição da proteína RUNX2 quando silenciado o gene Fzd4 

(Figura 12c-12d), evidenciando eventualmente a participação do receptor FZD4 na 

regulação da diferenciação osteoblástica sobre superfície de Ti-Nano. 

Qingguo e colaboradores (2018) também descreveram a menor regulação dos 

genes Fzd4, Fzd6 e Fzd7, Wnt5a e Wnt9a em modelo animal e em pacientes com 

osteoporose e demonstraram que a modulação de marcadores osteoblásticos é 

dependente da interação WNT5a-FZD4. Nossos resultados também evidenciam a 

maior expressão de Wnt5a aos 5 dias em células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano 

(Capítulo 1; Figura 4a). O ligante WNT5a comumente é associado à via não canônica, 

por inibir a β-Catenina quando ligada ao correceptor ROR2 (MIKELS e NUSSE., 2006) 

ou por antagonizar a sinalização Wnt/β-catenina, ativando a via WNT/Ca2+. 

Entretanto, também foi descrito que a WNT5a pode participar tanto da inibição como 

da ativação da via Wnt/β-catenina, pois foi demostrada sua capacidade de regular  

autonomamente a expressão de LRP5/6, promovendo a diferenciação osteoblástica 

e produzindo a inibição da diferenciação adipocítica (OKAMOTO et al., 2014; GUOLI 

et al., 2016). Além disso, a associação de WNT5a e FZD4/LRP5 foi capaz de ativar a 

via Wnt/β-catenina em células HEK293 (MIKELS e NUSSE, 2006). Recentemente, 

Boyan e colaboradores (2018) sugerem que a maior diferenciação osteoblástica da 

superfície com micro/nanotopografia acontece em decorrência da interação entre o 

ligante WNT11 e WNT5a, porém não estabelece claramente a participação da via 

Wnt/β-catenina ou das vias não canônicas Wnt sobre essa superfícies. 

Desde as primeiras publicações envolvendo Wnts, sabe-se que os receptores 

FZD tem uma tendência a ativar a via Wnt/β-catenina (SHIMIZU et al., 1997), como 

por exemplo o FZD4, que é um importante mediador da via Wnt/β-catenina para o 

desenvolvimento da retina e da angiogênese (ROBITAILLE et al., 2002). A via Wnt/β-

catenina inicia quando o receptor FZD recruta os correceptores LRP5/6 em um 

complexo oligomérico denominado signalossoma (BILIC et al., 2007; SCHAEFER et 

al., 2019). No citoplasma, o complexo formado pelo CK1, DVL e GSK3β produz a 

estabilização do regulador transcricional β-Catenina, que é translocado ao núcleo para 
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ativar os mediadores de transcrição TCF/LEF (MACDONALD et al., 2009; CLEVERS 

e NUSSE, 2012;).  

O RUNX2 é o fator de transcrição essencial mais upstream da diferenciação 

osteoblástica regulando a expressão de osterix (Sp7) e os subsequentes genes da 

matriz óssea: Alp, Col1a1, Ibsp, Oc e Opn (LIAN et a., 2003; KOMORI et a., 2011; 

KOMORI, 2017). A diminuição da expressão da proteína RUNX2 após o silenciamento 

do gene Fzd4, além de diminuir a expressão de genes marcadores osteoblásticos 

(Figura 13), evidencia que os cofatores de transcrição TCF/LEF estão envolvidos, uma 

vez que, durante a diferenciação osteoblástica existe uma regulação recíproca entre 

RUNX2 e Tcf. Essa regulação acontece porque um complexo proteico formado por 

DLX5/6, MEF2, CTNNB1, SOX5/6, SMAD1, SP7 e TCF7 regula a expressão da 

proteína RUNX2, e em contrapartida o RUNX2 regula a expressão gênica do Tcf7 

(HOEPPNER et al., 2009; MIKASA et al., 2011; YOSHIDA et al., 2012; KOMORI et 

al., 2017). 

Nossos resultados evidenciam que após o silenciamento de Fzd4 houve menor 

expressão de ALP in situ sobre Ti-Usinado (86%) e Ti-Nano (81%). Também 

observamos que o silenciamento de Fzd4 produz um impacto negativo na formação 

de matriz mineralizada sobre o Ti-Nano (28%) comparado ao Ti-Usinado (7%) (Figura 

15a-15b). Entretanto, observamos que a expressão de BSP foi maior após inibição do 

Fzd4, e maior no Ti-Nano comparado ao Ti-Usinado (Figura 15e-15f).  

Corroborando nossos resultados, Wang W e colaboradores, em 2012, 

descreveram que superfícies com modificações em micro/nanoescala levam à 

modulação de WNT3a e inibem o DKK1 e SFRP2, ativando assim a via Wnt/β-

catenina em um ciclo autócrino/parácrino que promove a diferenciação celular. Outros 

estudos avaliando a resposta celular sobre superfícies com microtopografia 

demostraram que a via de sinalização Wnt/β-catenina é relevante na fase inicial da 

diferenciação osteoblástica, enquanto a via não-canônica WNT/Ca2+ é mais crítica nas 

fases posteriores (OLIVARES-NAVARRETE et al., 2010). No entanto, em estudo 

posterior, os mesmos autores sugeriram que a sinalização WNT canônica não 

desempenha um papel crucial no processo de diferenciação (OLIVARES-

NAVARRETE et al., 2011). 

A interação entre BMPs, Integrinas e Wnt sobre superfícies de Ti-Nano tem 

sido relatada recentemente (LOPES et al., 2019). Foi observado que o silenciamento 
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da integrina β3 produz a diminuição de genes reguladores de BMP e genes 

relacionados à via Wnt/β-catenina sugerindo que a integrina β3 ativa sinais de 

transdução de Wnt e BMP (LOPES et al., 2019). Com o objetivo de verificar a interação 

entre essas vias em células Fzd4 silenciadas, avaliamos a expressão gênica de 

marcadores de BMP (Figura 17) e integrinas (Figura 18), sugerindo a interação entre 

a via Wnt/BMP/integrina. No entanto, percebe-se que o efeito do silenciamento da 

integrina β3 sobre a via Wnt (LOPES et al., 2019) produziu, em células cultivadas 

sobre Ti-Nano, maior inibição da expressão gênica comparado ao efeito do 

silenciamento de Fzd4 sobre a via das integrinas (Figura 18b). A observação destas 

diferenças sugere que a regulação da via das integrinas acontece upstream da via 

Wnt. Na via das integrinas, a proteína ILK (ILK, do inglês: integrin-linked kinase) 

exerce papel de adaptador entre integrinas, citoesqueleto e proteínas que regulam 

outras vias de sinalização como demonstrado por El-Hos e colaboradores (2014), em 

que a inibição de ILK em células MC3T3-E1 reduz a fosforilação do GSK3β (EL-HOS 

et al., 2014; MARIE et al., 2014). Contudo, apesar de demostrar que existe interação 

entre as vias Wnt/integrina, não evidenciamos que essas diferenças sejam 

decorrentes do efeito da superfície de Ti-Nano comparado ao Ti-Usinado (Figura 18a-

18b). 

Tem sido demostrado que o maior potencial osteogênico da superfície de Ti-

Nano está relacionado a dois mecanismos intracelulares: à via das BMPs e à via das 

Integrinas (KATO et al., 2014, ROSA et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2016; 

LOPES et al., 2019). Entretanto, a via Wnt, sabidamente envolvida no processo de 

diferenciação osteoblástica (GAUR et al., 2005; LERNER e OHLSSON, 2015) tem 

sido pouco estudada em experimentos envolvendo superfícies de Ti-Nano (BOYAN et 

al., 2018). Nossos resultados evidenciam que, após silenciamento do gene Fzd4, 

houve uma diminuição relevante da expressão do genótipo e fenótipo osteoblástico 

de células MC3T3-E1 crescidas sobre a superfície de Ti-Nano; além disso, a inibição 

do Fzd4 também produziu o aumento da expressão de β-Catenina fosforilada e 

diminuição da expressão de Tcf e Lef sobre Ti-Nano, indicando que a via Wnt/β-

catenina está envolvida no maior potencial osteogênico da superfície de Ti-Nano. 
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2.5  CONCLUSÃO 

• Nossos resultados indicam que o maior potencial osteogênico da 

nanotopografia deve-se, ao menos em parte, à ativação da via de 

sinalização Wnt/β-catenina, uma vez que o silenciamento do gene Fdz4 

reduziu mais intensamente a diferenciação osteoblástica de células 

MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano comparado ao Ti-Usinado. 
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CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO DO SILENCIAMENTO DO RECEPTOR FRIZZLED 6 

(FZD6) SOBRE O POTENCIAL OSTEOGÊNICO DA SUPERFÍCIE 

DE TI-NANO  

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Investigar o efeito do silenciamento de gene relacionado à via de 

sinalização Wnt não canônica, Frizzled 6,  sobre o potencial osteogênico da 

superfície de Ti-Nano em culturas de células osteoblásticas da linhagem 

MC3T3-E1 

   

 

3.2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Linhagem celular MC3T3-E1 

Células da linhagem MC3T3-E1, subclone 14, obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC, EUA) foram utilizadas para a geração dos clones mutantes, 

como descrito no capítulo 1. 

 

3.2.2 Desenho do plasmídeo CRISPR-Cas9 específico para o gene Fzd6 de Mus 

musculus. 

Um plasmídeo all in one (gRNA-Cas9-GFP) foi desenhado pela Sigma-Aldrich 

(Sant Louis, USA) codificando um gRNA específico para o exon 3 do gene Fzd6 com 

a sequência TCATGTAGTTCTACCCTGT (Cromossomo: GRCm38:15:39,006,034-

39,038,188) (Figura 19). O gRNA com 20 pares de bases, foi selecionado 

considerando a melhor pontuação para “on-target” e pior pontuação para “off-target” 

usando a ferramenta online Benchling. (https://benchling.com).  
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Figura 19. Plasmídeo CRISPR-Cas9 para o gene Fzd6 de Mus musculus. Plasmídeo all in 
one desenhado pela Sigma-Aldrich contendo um gRNA específico para o exon 3 do gene 
Fzd6. A sequência codificante de Cas9 ligada coma sequência condificante de GFP. 
 
 

 

Figura 20. Desenho e confirmação da localização do gRNA no exon 3 do gene Fzd6 de Mus 
musculus na plataforma online Benchling.  

 

 

3.2.3 Preparação de bactérias competentes e transformação bacteriana 

 

 Bactérias E. coli Stbl3 quimicamente competentes foram preparadas e 

transformadas pelo método de cloreto de cálcio gelado por meio do choque térmico 

de acordo com protocolos já descritos (HANAHAN, 1983). Então os clones 

bacterianos do (CRISPR-Cas9-gFzd6-GFP) foram semeados por esgotamento em 

placas de Petri de 100 mm contendo meio de Luria Bertani Agar (Fisher Scientific, 

Bélgica) e kanamicina (50µg/mL, Sigma Aldrich) para obtenção de colônias 

individualizadas. Uma colônia foi selecionada e transferida para um tubo contendo 
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meio de Luria-Bertani Broth (Fisher Scientific) suplementado com 100µg/mL de 

ampicilina e mantidas overnight a 37°C sob agitação a 250 rpm em Shaker de bancada 

(Thermo Scientific) para favorecer a proliferação das bactérias. Na sequência, 

realizou-se extração do DNA plasmidial por meio do kit Qiaprep Spin Miniprep kit 

(Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. A concentração dos plasmídeos foi 

quantificada a partir de 2 µL de amostra no aparelho NanoVue (GE Healthcare). Além 

do (CRISPR-Cas9-gFzd6-GFP) desenhado para o gene Fzd6, também foi 

selecionado um gRNA não específico, sem o gRNA sendo denominado (Controle). 

 

3.2.4 Transfecção de células MC3T3-E1 com o plasmídeo CRISPR-Cas9 e 

lipofectamina 

 

Células MC3T3-E1 foram descongeladas, expandidas em meio de 

crescimento plaqueadas na densidade de 1x105 células/poço em placas de 6 poços 

de poliestireno. Após 24 horas, na confluência de 70% as células foram submetidas a 

transfecção utilizando o plasmídeo CRISPR-Cas9-gFzd6-GFP e o plasmídeo sem o 

gRNA. Os plasmídeos foram transfectados na concentração de 2,5 µg/poço utilizando 

o reagente lipofectamina 3000 (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. 

Resumidamente, o complexo foi preparado em Opti-MEM (Gibco-Life Technologies), 

utilizando a proporção de 1:2:2, respectivamente, de DNA (µg), reagente P3000 (µL) 

e lipofectamina 3000 (µL) e incubados à temperatura ambiente por 10 minutos 

previamente à adição nas culturas.  

 

 

3.2.5 Sorting de células únicas GFP positivas 

 

O plasmídeo CRISPR-Cas9 utilizado codifica a proteína GFP, facilitando a 

identificação da eficiência de transfecção por fluorescência direta. As células foram 

transfectadas e cultivadas durante 48 horas  e então foram tripsinizadas, coletadas e 

suspensas em 500 μL de meio de crescimento en um tubo falcon de 15 mL. As células 

foram separadas em razão da sua expressão de GFP através de um citometro de 

fluxo (FACSAria III (Bechkton Dickinson, Franklin Lakes, NJ. USA). Células únicas 

foram colocadas consecutivamente em uma placa de 96 poços contendo 100 μL de 

meio de crescimento e incubadas a 37oC, 5% de CO2. O crescimento das células foi 



78 | Capítulo 3 
 

 

 

acompanhado com um microscópio invertido por um período aproximado de 5 

semanas com troca de meio a cada 36 horas. As células que sobreviveram ao 

processo de transfecção, sorting e expansão em cultura foram repicadas 

sucessivamente em placa de 96 poços e, quando confluentes, as culturas foram 

transferidas, clone a clone para uma placa de 24 poços, e depois para uma de 6 poços, 

e por último para uma garrafa de 25 cm2 (Corning) (Figura 22). Os clones então foram 

conservados na temperatura de 80ºC negativos seguindo o procedimento de 

criopreservação convencional.  

 

3.2.6 Identificação de mutações geradas em clones MC3T3-E1 GFP positivos 

 

O desenho experimental comtemplava seguir com a purificação do amplicon 

por PCR convencional do exon 3 de Fzd6, ensaio da enzima T7 endonuclease, 

sequenciamento de DNA pelo método de Sanger e finalmente as análises 

bioinformáticas para a caracterização molecular das células mutadas. No entanto, a 

pesar de diversas repetições, não foi possível obter o fragmento amplificado. 

Consequentemente, utilizamos outra estratégia para avaliar a eficiência do CRISPR-

Cas9. Em cada clone gerado avaliamos a expressão gênica e proteica do FZD6. Para 

isso, um total de 45 clones transfectados com o plásmideo CRISPR-Cas9-gFzd6 e 52 

clones trasfectados com o controle foram crescidos em meio de crescimento e 

avaliados por Western Blot e PCR em tempo real como descrito previamente.  

 

3.2.7 Detecção de fosfatase alcalina (ALP) in situ 

 

A atividade de ALP foi avaliada qualitativamente pelo método Fast red (Majors 

et al., 1997).  Como descrito no capítulo 2.  

 

3.2.8 Formação de matriz mineralizada 

 

A detecção de matriz mineralizada foi realizada aos 14 dias de cultura. Ao final 

deste período, o meio de cultura foi removido, os discos lavados três vezes com 

solução de Hank (Gibco) aquecida a 37C e preenchidos com álcool a 70% por 1h a 

4ºC. Em seguida, os poços foram lavados duas vezes com PBS, seguido de uma 
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lavagem com H2O deionizada e processados para coloração com vermelho de 

alizarina (Sigma) por 15 minutos. 

As amostras foram depois examinadas sob epifluorescência, utilizando um 

Axio Imager - Microscópio de fluorescência M2 (Carl Zeiss, Göttingen, GO, DE) 

equipado com uma câmera digital Axiocam MRM (Carl Zeiss).  

As imagens adquiridas foram processadas usando o software Adobe 

Photoshop CS6 Extended, versão 13.0.4 (Adobe Systems, San Jose, CA, EUA). E 

analisadas em três campos escolhidos de forma randomizada em cinco discos de 

cada grupo (n=15) para ambos os discos Ti-Usinado e Ti-Nano no software ImageJ 

1.52 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Os resultados foram 

expressos como quantificação de pixels por área total. 

 

3.2.9 Análise estatística 

 

 Os dados da expressão gênica em tempo real foram obtidos em triplicata (n=3) 

e submetidos ao Teste t Student utilizando o programa SigmaPlot (Systat Software) 

para comparações dentro de cada período e, para comparações múltiplas foram 

submetidos aos testes de aderência à curva normal e homogeneidade de variâncias. 

Constatada a normalidade da distribuição amostral, foi aplicada a análise de variância 

(ANOVA one-way), seguida de pós-teste Student Newman Keuls. 

 Os dados da atividade de ALP in situ e os dados do ensaio de mineralização 

foram obtidos em três campos escolhidos de forma randomizada em cinco discos de 

cada grupo (n=15) foram submetidos aos testes de aderência à curva normal e 

homogeneidade de variâncias. Constatada a normalidade da distribuição amostral, foi 

aplicada a análise de variância (ANOVA one-way), seguida de pós-teste Student 

Newman Keuls. Para todos os testes o nível de significância foi de 5% (p  0,05). 
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3.3   RESULTADOS 

 

3.3.1 Separação de células MC3T3-E1 transfectadas com plasmídeo CRISPR-

Cas9-GFP específico para o exon 3 do Fzd6 

 
Analisando o número total de eventos reportados tanto para as células 

controle como para as células transfectadas (10.000 eventos mínimos) observou-se 

que em comparação às células controles, as células transfectadas apresentam 3% de 

sobrevivência (310 eventos) indicando que a taxa de mortalidade após o tratamento 

com lipofectamina é alta. No entanto, o processo permitiu coletar uma quantidade 

suficiente de células sobreviventes para amplificar em cultura e visto que o alvo 

principal seria obter pelo menos um clone mutante, as condições de tratamento 

selecionadas não foram alteradas. Nossos resultados mostraram que apenas as 

células transfectadas expressam GFP (Figura 21) sendo possível sua separação por 

citometria de fluxo. Ao final, 310 células GFP positivas foram recuperadas o que 

representa 3% do total de células transfectadas.  
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Figura 21. Separação (Sorting por citometria de fluxo) de células MC3T3-E1 transfectadas 
com o plasmídeo CRISPR-Cas9 específico para o exon 3 do gene Fzd6 e o plasmídeo 
CRISPR-Cas9 não específico. Apenas as células transfectadas são positivas para GFP+ 
indicando que o processo de transfecção foi bem sucedido 
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3.3.2 Amplificação de clones de MC3T3-E1 GFP+ em cultura 

 

As células transfectadas cultivadas como clones isolados foram 

acompanhadas ao longo de aproximadamente 5 semanas, das 301 células 

recuperadas inicialmente 45 células com CRISPR-Cas9-gFzd6 sobreviveram, e 52 

células transfectadas com CRISPR-Cas9 não especifico de 390 células contabilizadas 

como GFP+. Para cada um dos clones GFP+ que sobreviveram, o RNA e a proteína 

foram extraidos para avaliarmos a expressão gênica e proteica diminuidas 

decorrentes de uma possível mutação no receptor FZD6.  

 

 

Figura 22. Estratégia de expansão monoclonal para análise de RNAm, proteína e estocagem 
dos clones selecionados. 

  

 

 

 

 

 

 



Capítulo 3 | 83 
 

 

 

 
 

3.3.3 Efeitos das mutações geradas pelo sistema CRISPR-Cas9 sobre a 

expressão proteica de FZD6 

 

 Os resultados apresentados na figura 23 evidenciam células MC3T3_E1 mutadas com 

menor expressão proteica de FZD6, particularmente o clone 1 e 41 evidenciam uma 

diminuição completa na banda 79kDa. A expressão proteica de FZD6 é maior nos grupos de 

células transfectadas com CRISPR-Cas9 não específico (Controle) nos clones 21, 22 e 97. 

 

 
Figura 23. Western blot evidenciando a diminuição da proteína FZD6 (∽79kDa) no clones 
mutantes 1, 10, 11, 14, 78, e sua ausência no clone mutante 41 e 90 comparado às células 
transfectadas con CRISPR-Cas9 não específico, que evidenciam uma marcação forte para 
os clones 21, 64, 74 e particularmente os clones 22 e 97. 
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3.3.4 Efeitos das mutações geradas pelo sistema CRISPR-Cas9 sobre a 

expressão de RNAm de Fzd6 

 
A quantificação relativa dos transcritos de Fzd6 mostra uma redução 

significativa para o clone 41 correspondente ao clone transfectado com CRISPR-

Cas9-gFzd6 quando comparado ao clone  22 correspondente ao clone transfectado 

com CRISPR-Cas9 não específico, nos níveis de Fzd6 e Lef (Figura 24a-24c, 

p=0.00007), Runx2 (Figura 24b, p=0.00017). O clone 97 apresenta expressões 

menores comparadas ao clone 22 (Figura 24a-24c, Fzd6, Lef, p=0.0001; Runx2, 

p=0.0007), apesar de que previamente tinha se mostrado com similar expressão 

proteica de FZD6 (Figura 23). 

 

Figura 24. Expressão gênica para validação da eficiência do sistema all in one CRISPR-Cas9-
gFzd6 para silenciar o gene Fzd6, em clones pré-selecionados pela expressão proteica. 
Expressão dos genes Fzd6 (A), Runx2 (B) e os genes alvo da via Wnt Tcf (C) e Lef (D) em 
células MC3T3-E1 selecionadas para expressão do CRISPR-Cas9-gFzd6 e CRISPR-Cas9 
não específico em clones crescidos em meio de crescimento até subconfluência.  Os dados 
são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). Letras diferentes indicam diferença 
estatisticamente significante (p≤0,05). 
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3.3.5 Efeitos das mutações geradas pelo sistema CRISPR-Cas9 sobre a 

expressão de RNAm de Fzd6 no genótipo osteoblástico de células MC3T3-

E1 cultivadas sobre superfície de Ti-Nano e Ti-Usinado 

 

 A avaliação da eficácia do silenciamento do gene Fzd6 sobre o fenótipo 

osteoblástico foi realizada utilizando como controle as células transfectadas com o 

CRISPR-Cas9 não específico, ou seja não contendo o gRNA, por tanto, denominando-

se daqui em diante como grupo Controle, e as células mutadas para inibição do gene 

Fzd6 correspondem ao clone 41 selecionado previamente após a transfecção com 

CRISPR-Cas9-Fzd6, sendo denominado daqui em diante como grupo gFzd6. As 

células foram cultivadas sobre superfície de Ti-Nano e Ti-Usinado em meio 

osteogênico. Observa-se o efeito negativo na expressão dos marcadores 

osteoblásticos após inibição do gene Fzd6 em 3, 5 e 7 dias (Figura 25) 

 

Figura 25. Heatmap representando 6 genes marcadores osteoblásticos expressos entre o 
clone Controle e o clone gFzd6 crescidos em meio osteogênico em 3, 5 e 7 dias sobre 
superfície de Ti-Nano e Ti-Usinado. O verde indica indução da expressão, o vermelho indica 
repressão e o preto ausência de modulação em relação ao Controle que foi previamente 
calibrado com valor de 1. 
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Aos 3 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica dos 

marcadores osteoblásticos em células gFzd6 foi menor tanto sobre Ti-Usinado como 

sobre Ti-Nano para os genes Osx (Figura 26a, p=0.00001 e p=0.0005), Alp (Figura 

26d, p=0.00001 para ambos), Col1a1 (Figura 26g, p=0.00025 e p=0.00986), Bsp 

(Figura 26j, p=0.00001 e p=0.00019) e maior para a Opn (Figura 26m, p=0.00002 e 

p=0.00039) respectivamente. 

 

Aos 5 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica dos 

marcadores osteoblásticos em células gFzd6 foi menor tanto sobre Ti-Usinado como 

sobre Ti-Nano para os genes Osx (Figura 26b, p=0.00004 e p=0.00068), Alp (Figura 

26e, p=0.00001 para ambos), Col1a1 (Figura 26g, p=0.00053 e p=0.00037), Bsp 

(Figura 26h, p=0.00004 e p=0.00003) e maior para a Opn (Figura 26n, p=0.00003 e 

p=0.00004) respectivamente. 

 

Aos 7 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica dos 

marcadores osteoblásticos em células gFzd6 foi menor tanto sobre Ti-Usinado como 

sobre Ti-Nano para os genes Osx (Figura 26c, p=0.00008 para ambos), Alp (Figura 

26f, p=0.00001 para ambos), Col1a1 (Figura 26i, p=0.00018 e p=0.00106), Bsp 

(Figura 26l, p=0.00001 para ambos) e maior para a Opn (Figura 26o, p=0.00039 e 

p=0.00027) respectivamente. 
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Figura 26. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão de marcadores osteoblásticos 
em células crescidas sobre superfície de Ti-Nano comparadas ao Ti-Usinado. Expressão 
gênica de osterix (Osx), fosfatase alcalina (Alp), colágeno (Col1a1), sialoproteína óssea (Bsp) 
e osteopontina (Opn) de células mutadas gFzd6 e células controle aos 3 dias (a, d, g, j, m), 5 
dias (b, e, h, k, n) e 7 dias (c, f, i, l e o) de cultura em meio osteogênico. Os dados são 
apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica diferença estatisticamente 
significante (p≤0,05). 
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3.3.6 Efeito do silenciamento de Fzd6 sobre a expressão gênica e proteica de 

Runx2 

  

 Aos 3 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica de Runx2 em 

células gFzd6 foi maior sobre Ti-Usinado e menor sobre Ti-Nano (Figura 27a, 

p=0.0001 e p=0.0307) respectivamente, aos 5 dias a expressão de Runx2 em células 

gFzd6 foi menor, tanto para o Ti-Usinado como para o Ti-Nano (Figura 27b, p=0.02113 

e p=0.00075) e, aos 7 dias (Figura 27c, p=0.0001 e p=0.0002) respectivamente. A 

expressão proteica de RUNX2 foi menor em células gFzd4 comparadas ás células 

Controle crescidas sobre Ti-Usinado e Ti-Nano em 3, 5 e 7 dias, com exceção do Ti-

Usinado em 3 dias (Figura 27d e 27e). A repressão da transcrição do Fzd6 da via Wnt 

tem impacto na expressão de RUNX2 em 3, 5  e 7 dias, sendo particularmente 

importane em 3 dias sobre a superfície Ti-Nano.  

 

 
Figura 27. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica aos 3 dias (a), 5 dias 
(b) e 7 dias (c) e expressão proteica nos mesmos periódos (d-e) de RUNX2 em células 
crescidas sobre superfície de Ti-Nano comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 dias de cultura 
em meio osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
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3.3.7 Avaliação do efeito do silenciamento do gene Fzd6 sobre o fenótipo 

osteoblástico: Atividade de ALP in situ e mineralização 

 

   O efeito do silenciamento de Fzd6 sobre o fenótipo osteoblástico foi avaliado 

por meio da análise da proteína ALP aos 10 dias e acumulação de matriz extracelular 

mineralizada aos 14 dias.  

   Aos 10 dias, após o silenciamento de Fzd6 a expressão proteica de ALP in situ 

foi menor em células gFzd6 crescidas sobre Ti-Usinado (48%, p=0.00088) e Ti-Nano 

(45%, p=0.00162) (Figura 28a-28b).  

   Aos 14 dias, após o silenciamento de Fzd6 a formação de matriz mineralizada 

foi significativamente diminuída sobre o Ti-Nano (78%, p=0.00014) e Ti-Usinado 

(75%, p=0.00039) (Figura 28c-28d). 

  

Figura 28. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão do fenótipo osteoblástico em 
células crescidas sobre superfície de Ti-Nano comparadas ao Ti-Usinado. Mineralização aos 
14 dias de cultura de células MC3T3_E1 com o vetor vazio e células MC3T3-E1 com o gFzd6 
em meio osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=5) (p≤0,05). 
Letras diferentes em minúscula indicam diferença estatisticamente significante. Barra de 
escala = 200 𝛍m. 
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3.3.8 Efeito do silenciamento de Fzd6 sobre a expressão gênica e proteica da 

calmodulina dependente de Ca2+ proteína quinase II fosforilada (CAMKII-

p)  

 

 Aos 3 dias a expressão gênica Camk2d foi maior em células gFzd6 crescidas 

sobre Ti-Nano e Ti-Usinado (Figura 27a, p=0.0004 e p=0.00194)  e menor aos 5 e 7 

dias para ambas superfícies (Figura 27b, p=0.00032 e p=0.217) e (Figura 27c, 

p=0.0001 e p=0.00293). A expressão proteica de CAMKII-p foi decrescente de 3 a 7 

dias, com maior expressão nas células gFzd6 comparado a células Controle (Figura 

28c e 28d), A repressão da transcrição do Fzd6 da via Wnt não tem impacto negativo 

sobre a expressão de CAMKII fosforilada, indicando que a via Wnt/Ca2+ é importante 

no períodos iniciais, porém não depende da ativação pelo receptor FZD6.  

 

Figura 29. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica aos 3 dias (A), 5 dias 
(B) e 7 dias (C) e expressão proteica nos mesmos periodos (D e E) de calmodulina 
dependente de Ca2+ proteína quinase II (Camk2d) e para o western blot a a calmodulina 
dependente de Ca2+ proteína quinase II fosforilada (CAMKII-p) em células crescidas sobre 
superfície de Ti-nano comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 dias de cultura em meio 
osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica diferença 
estatisticamente significante (p≤0,05). 
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3.3.9 Efeito do silenciamento de Fzd6 sobre a expressão gênica do fator 

nuclear de células T ativadas (Nfatc1) 

 

 Aos 3, 5 e 7 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica de Nfatc1 

em células gFzd6 foi maior que o controle tanto sobre Ti-Usinado como sobre Ti-Nano 

(Figura 30a, p=0.00092 e p=0.00173), (Figura 30b, p=0.00052 e p=0.676) e (Figura 

30c, p=0.0008 e p=0.00210)  respectivamente.  

 

Figura 30. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de Nfatc1 aos 3 dias 
(a), 5 dias (b) e 7 dias (c) em em células crescidas sobre superfície de Ti-nano comparadas 
ao Ti-Usinado. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05) 
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3.3.10 Efeito do silenciamento de Fzd6 sobre a expressão gênica e proteica de 

β-Catenina 

 

 Aos 3 dias a expressão gênica Ctnnb1 foi maior em células gFzd6 crescidas 

sobre Ti-Nano e não houve diferença sobre Ti-Usinado (Figura 31a, p=0.0601 e 

p=0.0210), aos 5  dias foi maior sobre Ti-Usinado e igual sobre Ti-Nano (Figura 31b, 

p=0.00182 e p=0.0126) e aos 7 dias foi menor sobre ambas superfícies (Figura 31c, 

p=0.000107 e p=0.00313). A expressão proteica de β-Catenina foi muito mais 

significativa em 3 dias, apresentando uma diminuição em células gFzd6 comparado a 

células Controle crescidas sobre Ti-Nano (Figura 31c e 31d), O silenciamento de Fzd6 

tem um impacto maior na expressão de β-Catenina, principalmente em 3 dias sobre o 

Ti-Nano.  

 

 
Figura 31. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de Ctnnb1 aos 3 dias 
(a), 5 dias (b) e 7 dias (c) e expressão proteica (d-e) de β-Catenina em células MC3T3-E1 
crescidas sobre superfície de Ti-nano comparadas ao Ti-Usinado aos 3, 5 e 7 dias de cultura 
em meio osteogênico. Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * indica 
diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 
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3.3.11 Efeito do silenciamento de Fzd6 sobre a expressão gênica da quinase 

nemo-like (Nlk) 

 
 Aos 3 dias de diferenciação osteoblástica a expressão gênica de Nlk em células 

gFzd6 foi maior que o controle tanto sobre Ti-Usinado e menor sobre Ti-Nano (Figura 

32a, p=0.0177 e p=0.00715), aos 5 dias não houve diferença,(Figura 32b, p=0.245 

para ambos) e aos 7 dias foi menor sobre o Ti-Usinado e igual sobre o Ti-Nano (Figura 

32c, p=0.00446 e p=0.252) respectivamente. 

   

Figura 32. Efeito do silenciamento do Fzd6, sobre a expressão gênica de Nlk aos 3 dias (a), 
5 dias (b) e 7 dias (c) em em células MC3T3-E1 crescidas sobre superfície de Ti-nano 
comparadas ao Ti-Usinado Os dados são apresentados com média ± desvio padrão (n=3). * 
indica diferença estatisticamente significante (p≤0,05) 
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3.4  DISCUSSÃO 

 

 As superfícies com nanotopografia produzem efeitos fundamentais na 

regulação da adsorção de proteínas e adesões focais celulares, alterando as vias de 

sinalização intracelulares e, consequentemente, influenciando o fenótipo e resposta 

biológica aos implantes (SCHARTWZ et al., 2001; De OLIVEIRA et al., 2007; 

OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015). Esta resposta biológica está intimamente 

relacionada à capacidade de regulação das vias de sinalização da osteogênese, como 

a via das BMPs (KATO et al., 2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2016), integrinas 

(LOPES et al., 2019) e como demonstrado no capítulo 2 deste trabalho, a via Wnt/β-

catenina. 

 Para o estudo da via não canônica Wnt usando a técnica CRISPR-Cas9, 

realizamos o silenciamento do gene Fzd6, descrito como um gene altamente 

modulado pela superfície de Ti-Nano (Capítulo 1; Figura 3). O sistema CRISPR-Cas9 

utiliza a endonuclease Cas9 guiada por meio do gRNA para produzir uma modificação 

gênica de interesse (RAN et al., 2013). Assim, foi desenhado o plasmídeo no sistema 

all in one CRISPR-Cas9-GFP (Figura 19) específico para a geração da mutação no 

exon 3 do gene Fzd6 (GRCm38:15:39,006,034-39,038,188).  

Em nosso estudo, um total de 310 células GFP positivas para os clones 

transfectados com gFzd6 e 390 células para os clones transfectadas com o vetor não 

específico (Controle) foram recuperados e mantidas para amplificação (Figura 22). Ao 

processo todo sobreviveram 45 células gFzd6 e 52 células controle.  

 No sistema CRISPR-Cas9, a geração de uma linhagem knockout depende de 

uma pequena deleção aleatória produzida por NHEJ no local de reparo após a 

clivagem da dupla fita de DNA. Estas deleções idealmente estão direcionadas às 

matrizes de leitura (ORF, do inglês: open reading frames) resultando em mutações de 

matriz de leitura (frame-shifts), geralmente no começo do RNAm, produzindo a 

formação de um códon de parada prematuro e a consequente perda da função da 

proteína. Por outro lado, a mutação, por ser aleatória, pode não alterar a fase de leitura 

do RNAm (deleção in-frame), mantendo a função da proteína. Sendo o objetivo final 

a geração de um knockout FZD6, realizar a triagem direta da produção de proteína 

assegura que o knockout foi bem sucedido, evitando o estudo desnecessário de 

deleções ou mutações in-frame (ESTEP et al., 2016). Portanto, a validação da inibição 
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de FZD6 foi realizada por meio da expressão proteica em todos os clones 

sobreviventes, tanto para os clones transfectados com o plasmídeo CRISPR-Cas9 

não específico, como com o plasmídeo CRISPR-Cas9 contendo o gFzd6 (Figura 23). 

Conseguimos evidenciar que a inibição completa da proteína aconteceu apenas em 

um clone, e seguidamente, evidenciou-se uma diminuição drástica da expressão 

gênica de Fzd6 e do gene Lef (Figura 24). Tendo verificado o efeito deletério sobre a 

proteína FZD6, realizamos a avaliação do efeito da inibição dessa proteína sobre a 

expressão de marcadores osteoblásticos e evidenciamos uma maior diminuição da 

expressão gênica em relação ao tempo. Observou-se também que o efeito do 

silenciamento de Fzd6 produz diferenças mais perceptíveis entre superfícies de Ti-

Nano e Ti-Usinado aos 3 dias de cultura (Figura 25).  

O FZD6 está envolvido principalmente na via Wnt/PCP onde desempenha um 

papel importante na orientação dos folículos pilosos, nas células sensoriais auditivas 

e no fechamento do tubo neural (WANG et al., 2006). A mutação (R511C) do FZD6 

altera a distribuição subcelular do receptor produzindo disfunção da sinalização WNT-

FZD. Em fibroblastos induzidos com WNT3a e FZD6 mutado, a estabilidade da β-

Catenina é inibida, assim como é inibido o aumento de WNT5a quando regulado pelo 

inibidor DKK1 (FROJMARK et al., 2011; NAZ et al., 2012). A maioria dos estudos 

demonstram que o FZD6 está associado com a sinalização independente de β-

Catenina. De fato, Golan e colaboradores, em 2004, demostraram que o FZD6 atua 

como regulador negativo da cascata de sinalização dependente de β-Catenina. A 

combinação do Fzd6 com o repórter Luciferase Tcf/Lef e Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Wnt4 

ou Wnt5a em células HEK293T não induziu aumento da atividade do repórter com 

qualquer um dos WNTs escolhidos. Pelo contrário, o Fzd6 inibiu a atividade do 

repórter induzido pelo Fzd1 e Wnt3a. Esse efeito inibitório de FZD6 resulta da ativação 

de vias alternas, por exemplo, a via da quinase nemo-like, que leva à fosforilação de 

TCF/LEF reduzindo sua ligação ao DNA alvo (GOLAN et al., 2004). Heinonen e 

colaboradores identificaram o FZD6 como receptor para o WNT4 em células 

progenitoras hematopoiéticas imaturas, após comprovar a diminuição da proliferação 

celular quando mediada pelo WNT4 em ausência do FZD6 (HEINONEN et al., 2011). 

Porém, apesar de estar comprovada a associação entre FZD6 e a transdução de sinal 

independente de β-Catenina, o FZD6 também pode estar associado à via canônica. 

Kolben e colaboradores, em 2012, relataram uma associação positiva em células-
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tronco mesenquimais humanas entre FZD6 e WNT3a levando à ativação da β-

Catenina. Assim, a proteína FZD6 está mais envolvida com a via Wnt/Ca2+ e de 

polaridade celular planar, porém não seria infrequente encontrar sua participação na 

via Wnt/β-catenina.  

Entendendo que o FZD6 está envolvido principalmente na ativação da via não 

canônica de Wnt, nós avaliamos a quinase calmodulina dependente de Ca2+ (CAMKII-

p), alvo na via Wnt/Ca2+, e observamos que a CAMKII-p estava mais expressa em 

períodos iniciais de diferenciação; no entanto, sua expressão foi maior em células com 

o Fzd6 silenciado (Figura 29d-29e). Inicialmente, este resultado foi inesperado, pois 

acreditávamos que o silenciamento do FZD6 produziria a diminuição da expressão 

proteica de CAMKII-p, validando a hipótese de que a via Wnt/Ca2+ participa do 

potencial osteogênico da nanotopografia.  

A ativação da via Wnt/Ca2+ ocorre após a ligação de uma proteína Wnt 

(WNT5a/WNT11) ao receptor FZD, que interage com a proteína DSH, ativando 

efetores PLC, IP3 e DAG. A IP3 induz no retículo endoplasmático a liberação de cálcio 

ao citosol, ativando enzimas sensíveis ao Ca2+, como a CAMKII e a calcineurina que, 

finalmente, ativam o fator nuclear de células T ativado (NFATc) (LERNER e 

OHLSSON, 2015). O NFATc é um fator de transcrição altamente fosforilado que 

permanece no citoplasma quando não estimulado. Qualquer aumento no nível de 

cálcio intracelular leva à ativação da calceneurina (HOGAN et al., 2003). A 

calceneurina ativada induz a desfosforilação do NFATc, produzindo sua translocação 

para o núcleo e a regulação de seus genes-alvo (HOGAN et al., 2003; CRABTREE et 

al, 2002). No tecido ósseo, a sinalização calceneurina-NFATc surgiu como um 

importante ativador da reabsorção óssea (ALIPRANTIS et al., 2008; UEKI et al., 2008). 

Porém, o NFATc1 e o NFATc2 podem regular positivamente a formação óssea 

aumentando a replicação dos osteoblastos e formando um complexo que favorece a 

atividade transcricional de Osx (TAKAYANAGI et al., 2002; KOGA et al., 2005), 

regulando a osteoblastogênese in vitro (SMERDEL-RAMOYA et al., 2008) e in vivo 

(WINSLOW et al., 2006). Assim, decidimos analisar a expressão gênica de NFAT em 

células Fzd6 silenciadas. O resultado confirmou que a via Wnt/Ca2+ não está envolvida 

diretamente no potencial osteogênico da superfície com nanotopografia (Figura 30), 

porém a sobre-regulação de Nfatc1 em células gFzd6 sugere que existe uma 

regulação negativa do FZD6 sobre a expressão de Nfatc1. Considerando que o FZD6 
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pode também estar envolvido na ativação de Wnt/β-catenina (KOLBEN et al., 2012), 

analisamos a expressão de β-Catenina em células Fzd6 silenciadas. 

Nossos resultados revelaram que o silenciamento de Fzd6 sobre Ti-Nano afeta 

a via Wnt/β-catenina principalmente aos 3 e 5 dias (Figura 31d-31e), sendo que, aos 

3 dias seu impacto é bastante evidente. A via canônica atua através da estabilização 

de β-Catenina no citoplasma e sua posterior translocação até o núcleo (DIHLMANN e 

DOEBERITZ, 2005). Na ausência de sinalização WNT, o pool citosólico de β-Catenina 

é continuamente degradado como resultado da sua fosforilação pela proteína GSK3β 

e subsequente degradação através da via ubiquitina-proteosomo (DAKENG et al., 

2012). Além da GSK3β, outras proteínas fazem parte do complexo citoplasmático de 

destruição da β-Catenina, como o AXIN, a CKI e a proteína APC (DAKENG, et al., 

2012). O AXIN e APC formam uma estrutura (scaffold) que permite a GSK3β fosforilar 

especificamente β-Catenina. Quando a via de sinalização WNT é ativada, o complexo 

de destruição APC-AXIN-GSK3β é inativado, permitindo que a β-Catenina seja 

translocada do citoplasma para o núcleo, mediado pela Gal-3, onde se liga aos fatores 

de transcrição TCF/LEF para promover a ativação da transcrição de genes alvos 

Runx2 e Osx.   

No núcleo, a β-Catenina atua em conjunto com outros fatores de transcrição, 

além do TCF/LEF, como FOXOs e receptores nucleares como SOX e SMAD (KAHN 

2014). Com relação ao fator de transcrição TCF, principal ligante da β-Catenina, 

existem mais de 8 isoformas de Tcf que se ligam diferentemente à β-Catenina. Essas 

isoformas são formadas por splicing alternativo e em geral as isoformas longas se 

ligam à β-Catenina, mas as isoformas pequenas não podem fazê-lo e funcionam como 

repressores da via Wnt/β-catenina (STAAL et al., 2008). Outra forma de afetar a via 

Wnt/β-catenina é por meio da fosforilação de Tcf pela quinase nemo-like (NLK). A NLK 

fosforila especificamente o complexo LEF1/TCF4 impedindo sua ligação ao DNA 

(ISHITANI et al., 2003a), a NLK age também suprimindo a transactivação de 

BMP/SMAD sobre o TCF. Ishitani e colaboradores, em 2003, demostraram que a 

CAMKII, quando ativada pela WNT5a, induz uma proteína quinase mitôgeno ativada 

(MAPK) TAK capaz de ativar a NLK e, dessa forma, regular a via Wnt por inibição de 

TCF (ISHITANI et a., 2003b).  

Procurando entender o maior efeito deletério do silenciamento de Fzd6 sobre 

a expressão de RUNX2 aos 3 dias em células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti-Nano, 



98 | Capítulo 3 
 

 

 

analisamos a expressão gênica de Nlk. O silenciamento de Fzd6 diminuiu a expressão 

gênica de Nlk (Figura 32a) e, considerando que os efeitos do NLK não afetam a β-

Catenina citosólica (ZANOTTI et al., 2012), podemos sugerir que o FZD6 ativa a via 

Wnt/β-catenina, principalmente aos 3 dias, e também é capaz de regular a expressão 

proteica de RUNX2 muito provavelmente via ativação de CAMKII-p (Figura 29f) e 

ativação de Nlk (Figura 32a). 

 Usando a técnica CRISPR-Cas9 para silenciar o Fzd6, evidenciamos o efeito 

deletério sobre a expressão do genótipo e fenótipo osteoblástico nas células gFzd6, 

demonstrando a importância da participação da via Wnt sobre a diferenciação 

osteoblástica induzida por Ti-Nano (Figura 26, 27, 28). Assim, podemos sugerir que a 

via Wnt/β-catenina promove o maior potencial osteogênico da superfície de Ti-Nano, 

aos 3 dias, por meio do receptor FZD6. 

 

. 

3.5  CONCLUSÃO  

• Nossos resultados indicam que o maior potencial osteogênico da 

nanotopografia deve-se, ao menos em parte, à ativação da via de sinalização 

Wnt/β-catenina, uma vez que o silenciamente do Fdz6 reduziu mais 

intensamente a diferenciação osteoblástica de células MC3T3-E1 crescidas 

sobre Ti-Nano comparado ao Ti-Usinado. 
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