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RESUMO

As tendéncias atuais na terapia com implantes tém incluido a modificacao de suas
superficies utilizando ferramentas de nanotecnologia e principios de bioengenharia,
aumentando seu desempenho quando implantado. Mesmo com algum avango nesta area
de modifica¢des de superficie, ainda pouco se sabe quanto aos efeitos indiretos exercidos
pelos implantes em células que compdem o tecido hospedeiro e que ainda ndo estao em
contato direto com suas superficies. Assim, decidiu-se verificar o efeito do meio
condicionado de implantes comerciais em proteinas responsaveis pela adesao celular, em
osteoblastos. Primeiro, avaliou-se se os implantes eram capazes de liberar substancias
toxicas, capazes de lesar as células; para isso fez-se uso do ensaio de MTT, uma
metodologia classica na literatura e recomendada pela ISO para testes de citotoxicidade.
Esses resultados mostraram ndo haver qualquer efeito citotoxico em 24 horas.
Posteriormente, seguindo este mesmo racional experimental, coletaram-se amostras
biologicas destas células para investigar o comportamento de FAK, Rac-1 e Cofilina,
proteinas chave na composi¢do da via de transdu¢do de sinais responsaveis por
mecanismos de adesdo e morfologia celular. Os resultados evidenciam pequenas
variagoes, sobretudo na fosforilagdo, sugerindo que os implantes testados favorecem,
mesmo de forma indireta (sem contato), mecanismos de adesao celular, o que indica ser
um ponto bastante positivo quanto a uma osteointegracao mais eficiente.

Descritores: Osteoblastos; Adesao Celular; Implantes Dentarios.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:

Mecanismos intracelulares decorrentes da adeséo celular ...................... 10
Implantes dentarios avaliados neste projeto........c.cccceeveeveeeeeeecieeieenenne. 11
Dados referentes ao Biomaterial utilizado. ............cccocvevieienieciiiieene, 12
Ensaio de CitotoXiCidade.............coveeiiiuieiieeeeieeeeceeeee et 15
Dosagem de ProteiNas..........cc.ocuieviiieeieeieeeeeteecee ettt 16

Resultados de Western BIOttING. ........c.ooovvveeiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 17



1. INTRODUCAO

O entendimento da biologia do osso tem se tornado cada vez mais necessario para os dias
atuais. Nas proximas décadas, o custo social da saude no Brasil devera enfrentar um
crescimento populacional potencialmente perigoso, onde a evolugdo do perfil
demografico aponta para o aumento progressivo da idade média das popula¢des humanas.
Gera-se, assim, a necessidade de garantir cada vez mais a qualidade da vida através de
um custo e carga social aceitaveis. Neste sentido, o nimero mundial de pacientes
susceptiveis a receber terapia ortopédica associada com ferramentas de bioengenharia
aproxima-se a um gasto anual de 40 bilhdes de dolares, com o valor de biomateriais
usados em terapias de 10 bilhdes de dolares. Atualmente, a producdo de biomateriais no
Brasil ¢ muito limitada e, em muitos casos, inexistente (p.ex. bio-polimeros), o que
posiciona o mercado interno médico-odontoloégico a uma total dependéncia de sua
importagao.

Hoje em dia, a medicina regenerativa tem ganhado merecido destaque por
oferecer alternativas terapéuticas sofisticadas e multifatoriais, visando regenerar o tecido
lesado ou totalmente perdido. E de comum entendimento que enxertos 6sseos sdo
requeridos para o tratamento de perdas 0sseas de origem traumatica ou patologias (como
resseccao de tumores 6sseos). O padrao de tratamento atual € o osso autdogeno obtido de
areas intra-orais e da crista iliaca, o que reflete em uma significativa morbidade e custo
para o paciente, além de afetar diretamente sistema de satde publico. Torna-se, assim,
imprescindivel o desenvolvimento e avaliacdo de biomateriais inteligentes capazes de
estimular as células osteoprogenitoras que permitam mimetizar aquelas caracteristicas
osteogénicas do enxerto autdégeno.

Sabe-se que para uma boa estabilidade mecanica do implante dsseo € necessario
haver um bom contato entre a superficie do material e células do hospedeiro. E certo que
parametros adicionais agregam novas caracteristicas durante o desenvolvimento de novos
materiais ou superficies, aumentando o desempenho do material e diminui¢ao do tempo

de reabilitacao do paciente.



1.1 ADESAO DE OSTEOBLASTOS SOBRE MATERIAIS: PRIMEIRO PASSO
PARA OSTEOINTEGRACAO DE IMPLANTES

Atualmente, a adesao celular ¢ alvo de intensa pesquisa nos processos bioldgicos
bem como nas condig¢des patologicas envolvendo interagdes célula-célula e célula-matriz.
Recentes estudos tém demonstrado que a adesdo celular participa de maneira ativa na
regulacdo da diferenciagdo, proliferacao e apoptose. Por conseguinte, a adesdo celular
possui tanto efeito sinalizador como morfogenético o que faz jus ao seu impacto
pleiotropico, da biologia normal e patologia.

Durante o reparo de lesdes Osseas através de implantes, sabe-se que a perfeita
interagdo de osteoblastos na superficie de materiais implantados garante sua rapida
osteointegracdo, principalmente pelos processos seqiienciais de proliferagdo e
diferenciagdo. Estes mecanismos celulares sdo rigorosamente controlados por
mecanismos de transducdo de sinais, os quais respondem a estimulos diversos, como as
propriedades quimicas das superficies de materiais (Bertazzo et al., 2009; Bertazzo et al.,
2010). Neste sentido, foi centrado esfor¢os para conhecer os mecanismos de transdugao
de sinais que regem a adesdo de osteoblastos sobre superficies fisico-quimicamente
conhecidas, para que possam servir de parametros de analises para outros testes, onde ndo
se conhece a capacidade adesiva de determinados materiais. Em estudo recente, nossos
resultados mostraram que nas primeiras 2 horas pds-plaqueamento o metabolismo dos
osteoblastos culmina em diferentes vias de sinaliza¢do responsaveis pelo rearranjo do
citoesqueleto, com sinais oriundos da ativacdo de proteinas como MAPKp38 ¢ FAK
(Zambuzzi et al., 2009) que sdo excelentes exemplos de proteinas envolvidas no processo
da transdu¢@o de sinais. Embora algum progresso tenha sido alcancado neste sentido,
muito ainda precisa ser descoberto sobre estes mecanismos em outras condic¢des, para que
haja uma transferéncia direcionada de conhecimento ao setor de desenvolvimento de

materiais.

1.2 METABOLISMO CELULAR

A regulagdo do metabolismo ¢ fundamental para que um organismo possa
responder de modo rapido e eficiente a variagdes das condi¢cdes ambientais, nutricionais
ou ainda a condig¢des adversas como traumas e patologias. A regulacdo metabolica ¢ feita
pela modulacao de enzimas regulatdrias de processos metabolicos-chaves, de tal modo

que se possa ativar ou inibir reagdes quimicas especificas para cada situagdo resultando



em respostas bioldgicas adequadas. Para garantir a eficiéncia necesséria, o organismo
langa mao de varios tipos de regulagdo enzimatica que podem ocorrer simultaneamente.
A regulacdo da fun¢do de proteinas ocorre por varios mecanismos tais como controle da
expressao génica, compartimentalizagdo, moduladores alostéricos, interagdo proteina-
proteina e modulagdo covalente. Em relagdo a modulagdo covalente, em células
eucarioticas, a fosforilagao/desfosforilagao de proteinas, catalisada por proteinas quinases
e fosfatases, € o principal mecanismo de regulagdo. Portanto, estas duas familias de

enzimas sao desempenham papel de destaque no controle de vias de sinalizagao.

1.3 TRANSDUCAO DE SINAIS

Na biologia, transducdo de sinal pode ser definida como um processo finamente
regulado que permite que todo tipo celular seja capaz de responder a agentes especificos
presentes no seu microambiente, culminando em diferentes respostas, como
diferenciagdo, proliferagdo, migragcdo, adesdo, sobrevivéncia ou morte. Em outras
palavras, os mecanismos de transdug@o de sinais se referem ao movimento de sinais de
fora para dentro da célula.

Para tal, cascatas de reacdes quimicas sdao ativadas transientemente as quais
requerem a participagdo de varios componentes tais como proteinas (como canais i6nicos,
reconhecimento e enzimas), ions (como o calcio e magnésio), lipidios (como o 1,2
diacilglicerol), além de outras moléculas, como (AMPc), localizados em diferentes
compartimentos celular. Assim, mecanismos de transdu¢do de sinais desempenham
papéis cruciais para o bom funcionamento do organismo, uma vez que sao essenciais para
a comunicagdo c¢lula-célula, resposta celular ao ambiente, homeostase intracelular, etc.
de um modo geral, a transdugdo de sinal em organismos multicelulares ¢ crucial para
regular suas respostas fisioldgicas frente a eventos externos determinados. Este
mecanismo pode ser simples, como a resposta a acetilcolina, onde seus receptores
constituem canais que, mediante interagdo com o ligante, permite o0 movimento de ions e
altera o potencial elétrico destas cé€lulas; ou mais complexos, quando hé ativacao/inibi¢ao
de proteinas por modificagdes covalentes. Estas modificagdes sdo, em maioria, frutos de
fosforilacdes sitio-especificas de proteinas, acoplando as interagdes receptor-ligante aos

outros muitos eventos intracelulares em forma de cascatas de ativagao/inibicao.

1.4 ATIVACAO TRANSIENTE DE VIAS DEPENDE DO BALANCO



ENZIMATICO QUINASES E FOSFATASES

Mecanismo de ativagdo transiente de proteinas perfaz uma estratégia natural
capaz de modificar covalentemente proteinas-alvo, alterando sua estrutura tridimensional
de acordo com suas demandas. Estes mecanismos promovem a atividade/inibicao de
enzimas regendo o tempo e diregdo de determinadas cascatas de sinais. Neste cenario,
quinases s30 as proteinas responsaveis pela incorporaciao do grupamento fosfato em seus
substratos fisiologicos, alterando seu status de atividade. E condigdo sine qua non a
presenca de ATP, molécula responsavel pela doagao do grupamento fosfato. Em outras
palavras, podemos assumir que as quinases, de uma forma geral, sdo transferases
responsaveis pela transferéncia de fosfato da molécula de ATP para seu substrato. Estes
eventos incluem fosforilagdes em residuos especificos de seus substratos: tirosina e
serina/treonina, classificando estas quinases em 2 grupos: Proteina Tirosina Quinases e
Proteina Ser/Ther Quinases, respectivamente. Cabe reforcar que estes mecanismos
representam modificagdes pods-traducionais capazes de modular as conformagdes

estruturais de seus substratos.

1.5 PROTEINAS FOSTASES VERSUS PROTEINAS QUINASES

As células eucaridticas respondem aos diversos estimulos do microambiente
através da modulacdo de vias de transdugao de sinais, a qual ¢ dependente da modificagdo
pos-tradu¢do de proteinas. Dentre as diferentes modificagdes poOs-traducdo, a
fosforilagdo/ desfosforilacdo ¢ a principal forma de modulacdo covalente rapida e
reversivel de proteinas (Manning et al., 2002; Alonso et al., 2004). A fosforilagdo de uma
proteina pode criar um novo sitio de reconhecimento para interagdes proteina-proteina,
controlar a estabilidade protéica e, mais importante, pode regular a atividade enzimatica.
Desta forma, a fosforilagao de residuos de tirosina, serina e treonina mediada pelo balango
entre a acdo de proteinas quinases e proteinas fosfatases (Figura 1), é reconhecida como
fator crucial na geracdo e regulacdo de sinais necessarios para a sobrevivéncia,
proliferag¢do, diferenciagdo e morte celulares. Nesse contexto, mudangas anormais na
atividade dessas enzimas podem proporcionar conseqiiéncias graves, que incluem
neoplasias, diabetes, obesidade, inflamacao, doengas imunoldgicas, neuro-degenerativas

e doengas parasitarias (Ferreira et al., 2000).
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Figura 1: Mecanismos intracelulares decorrentes da adesdo celular. A) Note os
papéis antagénicos de quinases e fosfatases: Enquanto as quinases transferem um
grupamento fosfato do ATP para seu substrato fisiologico, gerando um produto
fosforilado e ADP, as fosfatases fazem justamente o papel inverso, desfosforilando
moléculas fosforiladas. Este mecanismo ¢ finamente regulado e utilizado pelos
mecanismos de transdugdo de sinais intracelulares. Em outras palavras, as células
utilizam estas modificacdes covalentes pds-traducionais para regular as cascatas de
sinalizag¢@o, bem como definir seu tempo de acdo. B) Note-se que as integrinas ligam o
ambiente extracelular com o citoesqueleto, ancorando as células. Apds a ativagdo das
integrinas, moléculas de sinalizagdo sdo recrutadas para estruturas de adesdo focal que
promovem a fosforilagdo de FAK, Src, paxilina e, ao final desta cascata, a cofilina. Em
resposta a estimulos, cofilina promove a regeneracdo dos filamentos de actina,
rearranjando-os. Estas alteragdes do citoesqueleto sdo responsaveis por adaptagdes
celulares a superficies diferentes. Adaptado de Zambuzzi et al., 2011.

Como descrito anteriormente, o avanco na pratica da biologia permitiu que
cientistas avangassem em diferentes dire¢des, alcangando niveis do conhecimento que
capazes de impactar o desenvolvimento de novos biomateriais. Por sua vez, a atividade
de proteinas quinases ¢ responsavel pela regulacdo de muitos processos biologicos, tais
como diferenciacdo, proliferacao celular e apoptose, através de cascatas de sinalizagdo
que levam a diferentes efeitos celulares. Portanto, explorar o efeito de diferentes
substratos no fendtipo diferencial de osteoblastos pode ter importantes implicagdes no
entendimento dos mecanismos pelos quais as células respondem a diferentes substratos,
auxiliando no desenvolvimento de novos biomateriais como eficazes substitutos

artificiais do 0sso.
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2. OBJETIVO: O objetivo geral deste foi compreender se efeitos indiretos de implantes

dentarios comerciais de titanio afetam a proteinas envolvidas com vias de transdugdo de
sinais responsaveis pela adesao de osteoblastos. Especificamente, pretendeu-se:

e Analisar a citotoxicidade do material utilizado. Utilizou-se um método cléssico

para sua determinacdo (MTT) aplicado em linhagens celulares de osteoblastos;

e Com o meio condicionado, estabelecemos o perfil de expressdo e ativagao de

proteinas envolvidas com o rearranjo do citoesqueleto: FAK (Y397), Rac-1 e

Cofilina (Zambuzzi et al., 2011).

3. MATERIAIS

3.1. BIOMATERIAL: Os implantes dentarios (Figura 2) foram doados pela empresa
S.LN. Implantes (Sao Paulo, SP, Brasil), através de colaboracao cientifica firmada com

seu Diretor Cientifico, Dr. Fabio Bezerra.
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Figura 2: Implantes dentarios avaliados neste projeto. Implante STRONG SW Morse.
Imagem Representativa. Fonte: www.dabiatlante.com.br.
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Figura 3: Dados referentes ao Biomaterial utilizado.

3.2. CULTURA DE CELULAS: Utilizou-se da linhagem MC3T3-E1 (pre-osteoblastos,
subclone 4). Resumidamente, apos obten¢ao do tapete celular, as células foram
submetidas e cultivadas em meio de cultura adequado para as duas linhagens contendo
antibidticos (100U/ml penicilina, 100mg/ml estreptomicina), € 10% Soro Fetal Bovino
(SFB, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). Durante todo o experimento as células foram

mantidas a 37°C e a atmosfera de 5% de COx.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL: Os implantes (n=6) foram incubados em meio de
cultura adequado por 24h (ISO 10993-5), sem Soro Fetal Bovino, a fim de estabelecermos
o meio condicionado. Este meio condicionado contém moléculas/particulas
potencialmente liberadas pelos implantes. O meio condicionado foi utilizado para tratar
as células, com o intuito de conhecermos sua citotoxicidade e capacidade de modular a

ativagdo de proteinas envolvidas com a adesao celular.

4. METODOS

4.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE IMPLANTES DENTARIOS: As
células MC3T3 - E1 foram semeadas a 50000 células / pogo em placas de cultura de 24
pocos. A citotoxicidade dos implantes foi posteriormente avaliada através de um teste
colorimétrico um sal de tetrazolium, solivel em dgua e que pode ser utilizado em ensaios
quantitavos de células de mamiferos, o qual recebe o nome de (3- (4,5- dimethylthiazol-
2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide). Resumidamente, O MTT, que tem sua estrutura
molecular em forma de anel, ¢ clivado por uma enzima mitocondrial, a

desidrogenase succinica, dando origem aos cristais de formazam de coloragdo violeta e
insoluveis. Para que seja possivel a leitura do resultado, o produto violeta insoluvel em
agua deve ser dissolvido em um solvente especifico (isopropanol acidificado — HCL
0,04N em isopropanol) e a leitura da intensidade de cor da solugdo ¢ feita em um leitor
de microplacas com um filtro de 570nm. A clivagem do MTT tem varias propriedades
desejaveis para a amostragem de sobrevivéncia e proliferagio celular. E clivado por todas
as células vivas, metabolicamente ativas, que foram testadas, mas ndo pelas células
mortas ou por eritrocitos. A quantidade de formazan gerado ¢ diretamente proporcional

ao numero de células (populacao homogénea). Células ativadas produzem mais formazan
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que as células adormecidas o que poderia permitir a mensuragao até mesmo na auséncia
da proliferagao.

A principal vantagem do ensaio colorimétrico € a rapidez com que as amostras podem ser
processadas. O substrato ndo interfere com a mensuragdo do produto e podem ser
encontradas condig¢des nas quais os componentes do meio ndo interferem. Isso permite o
ensaio ser lido sem qualquer remogdo ou com qualquer passo de lavagem, o que aumenta
a velocidade do ensaio e ajuda a minimizar a variabilidade entre as amostras.

Antes da leitura das amostras, o meio de cultura foi suavemente removido ¢ 1 ml de
solugdo de MTT (1 mg de MTT / ml de meio de cultura) foi adicionada a cada pogo,
mantido durante 3h a 37 °© C. Ap6s a incubagdo, o meio foi removido e o formazam
formado foi suspendido em 1 mL de DMSO. Assim, foi possivel a leitura da absorbancia

das amostras.

4.2 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE FAK, Rac e Cofilina: As células foram
tratadas com o meio condicionado e, ap6s 24h, foram lisadas para estudo do envolvimento
de FAK, Rac-1 e Cofilina por western blotting. Apds serem lisadas (50 mM Tris—HCI,
pH 7.4, 1% Tween 20, 0,25% desoxicolato de sddio, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM
O-Vanadato, 1 mM NaF, e inibidores de proteases [1 pg/mL de aprotinina, 10 pg/mL de
leupeptina e 1 mM 4-cloridrato de fluoreto aminoetil benzosulfonila) ] por 2h em gelo.
Os extratos protéicos foram centrifugados e a concentracao de proteinas determinada pelo
método de Lowry. Aos extratos foi adicionado tampao de amostra na propor¢ao 1:1
(Tampao de amostra: 2X dodecil sulfato de sdédio (SDS), 100 mM Tris-HCI [pH 6,8], 200
mM de ditiotreitol (DTT), 4% SDS, 0,1% azul de bromofenol e 20% de glicerol. Os
extratos celulares, correspondendo a 3 x 10° células, foram resolvidos por eletroforese em
gel SDS-poliacrilamida (PAGE), o qual define-se como sendo o movimento de particulas
carregadas eletricamente em um meio liquido elétrico, sob a influéncia de um campo
elétrico. Dentro do compartimento a onde ocorre 0 movimento dessas particulas, existe
uma solugao tampao que € usada no preenchimento de uma coluna, denominada de coluna
capilar, feita de Silica, local a onde ocorre o processo de eletroforese (separacdo). Para
tal movimento das particulas, € necessario a existéncia de eletrodos, que ficam instalados
dentro dos reservatérios, que fazem conexdo elétrica e a aplicagdo do campo elétrico

através da coluna.
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Quando a amostra ¢ introduzida em um lado da coluna, em especial no lado anédico, seus
componentes migram com a aplicacdo do potencial. A dire¢do e a velocidade de migragao
dependem da carga e do tamanho da molécula e no final do processo sdo transferidas para
membranas de Transferéncia de fluoreto de polivinidileno (PVDF).

Antes do processo, as células foram bloqueadas em 1% de leite desnatado e incubados
overnight a 4°C com anticorpos primdrios especificos. Apos a lavagem em TBS-Twen 20
(0,05%), as membranas foram incubadas com anticorpos secunddrios conjugados com

peroxidase por 1h. A deteccao foi feita através por quimioluminescéncia.

4.3 ANALISES DOS RESULTADOS: As bandas obtidas pela técnica de western
blotting foram analisadas através da metodologia densitométrica (Image pro-puls). Os
valores arbitrarios foram confrontados empregando-se o teste t-student, onde todas as
medidas serdo de 5% bicaudal, ou seja, a significancia estatistica serd considerada para
valores de p <0,05. Os ensaios paramétricos serdo submetidos ao teste de normalidade e,
dependendo do resultado, submetidos a analise de variancia ou teste de Kruskal-Wallis,
considerando signficativas diferencas quando p for <0,05. Os graficos foram construidos

pelo programa GraphPad Prism Software, Versao 5.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO: Inicialmente, decidimos verificar se os meios
condicionados de implantes dentarios comerciais exerciam alguma citotoxicidade. O teste
de citotoxicidade tem como objetivo detectar o potencial de um material ou dispositivo
em produzir efeitos letais ou subletais em sistemas bioldgicos ao nivel celular. Este teste
deve ser aplicado a todas as categorias de biomateriais. A liberacdo de substancias toxicas
pelo material pode lesar as células ou reduzir a taxa de crescimento celular da cultura.
Assim, incubamos estes implantes em meio de cultivo celular por 24h (0,1g/mL), como
instruido pela ISO 10993-5. Apds este periodo, tratamos osteoblastos que foram
plaqueados em placas de cultivo de 24 pogos, na densidade de 50.000 células/mL. Apds
tratamento, aplicamos a metodologia de reducdo do MTT (Mossman, 1983) para verificar
o potencial citotoxico do meio condicionado dos implantes. A técnica de MTT ¢ um
ensaio quantitativo para determinar a interrup¢ao de uma fungdo bioquimica critica. Este
ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formacdo de cristais de
formazam, produto formado pela redugdo de tetrazolium MTT (Mossman, 1983). A
reducdo de MTT ocorre principalmente na mitocondria através da acdo da succinato
desidrogenase fornecendo entdo uma medida de fungdo mitocondrial.

Nossos resultados mostraram que ndo houve nenhum indicio de citotoxicidade neste
modelo experimental, uma vez que nossos resultados mostraram um comportamento
semelhante entre o grupo tratado e seu respectivo grupo controle, onde as células foram
tratadas por meio de cultivo convencional (Figura 3).
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Figura 4: Ensaio de citotoxicidade. Osteoblastos foram tratados por 24h com meio
condicionado a partir de implantes comerciais nacionais. Para avaliar a citotoxicidade,
apos o tratamento, as células foram incubadas por 4h com meio de cultivo contendo sal
de MTT (1mg/mL). Apos este periodo, todo o meio de cultivo foi aspirado e o azul de
formazam formado foi dissolvido em 4lcool absoluto e a absorbancia medida em 550 nm.

Uma vez identificada a ndo toxicidade do meio condicionado por implantes
comerciais, decidimos investigar se este modulava o comportamento de proteinas
intracelulares de osteoblastos capazes de orquestrar mecanismos biologicos de rearranjo
de citoesqueleto. Nosso grupo de pesquisa tem mostrado nos ultimos anos que, durante
adesdo de osteoblastos, hd um intenso rearranjo dos filamentos de actina que, por sua vez,
define uma melhor adesividade ao substrato ao mesmo tempo que ha alteragdo
morfologica das células. Assim, se 0 meio condicionado de implantes modular estes
mecanismos em osteoblastos, poderiam interferir, de forma positiva ou negativa, nas
células que estdo ao redor de implantes, impactando mecanismos importantes de
osteointegragdo e sua consequente reabilitagdo do paciente.

Assim, tratamos osteoblastos com meio condicionado por 24h e coletamos
amostras para analise de FAK, Rac-1 e Cofilina, por Western Blotting (WB). Antes das
analises por WB, dosamos a concentragao de proteinas: nossos resultados mostraram que
ndo hover grande variagdo (Figura 5); esta etapa é importante e decisiva para que
apliquemos no Western Blotting a mesma quantidade de proteina para o grupo controle e

tratado.
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Figura 5: Dosagem de proteinas. Apds as células serem tratadas com o meio
condicionado (ttt) e meio convencional (CTRL) por 24h, as células foram lisadas com
tampao de lise (descrito em Materiais ¢ Métodos). Apods, um volume de 10 uL foi
separado para a dosagem de proteinas (em duplicata, sendo 5 uL para cada dosagem)
utilizando kit de dosagem da Bio-Rad (Bio-Rad DC Protein Assay Kit IT) e fazendo leitura
de Absorbancia a 660 nm.

Os resultados referentes ao envolvimento de FAK, Rac-1 e cofilina estdo
apresentados na Figura 5. Nossos resultados a partir do western blotting mostraram que
houve pequena varia¢do entre o grupo condicionado e seu respectivo controle (onde as
células foram mantidas em meio de cultivo convencional) quanto a fosforilagao de FAK.
Posteriormente, ao analisar o comportamento de expressdo de Rac-1 verificamos nao
haver diferenca. Curiosamente, cofilina estava menos fosforilada em células tratadas com
o meio condicionado, significando que componentes liberados pelos implantes podem
atuar de maneira a estimular mecanismos de adesdo de osteoblastos, através do rearranjo
do citoesqueleto. Cofilina, quando fosforilada na serina 03 esta inibida, ou seja, quanto
menos fosforilada, temos maiores indicios de atividade. Sabe-se que células aderem ao
substrato através da interacdo entre integrinas e componentes da matriz extracelular
(MEC). Quando os complexos de adesdes focais sao formados, eles sdo acompanhados
por moléculas de sinalizagdo intracelular e proteinas adaptadoras. Quinase de adesao
focal (FAK) ¢ um dos componentes que organiza a adesdo focalizada da célula. Apos a
ativagdo da integrina moléculas sinalizadoras sdo recrutadas nas estruturas de adesdo
focal, promovendo fosforilagao transitoria de FAK em diversos residuos de tirosina (Y).

Além disso, com base na literatura atual, podemos especular que uma boa interacao entre
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células e superficies podem ser preditas através dos niveis de fosforilagdes destas PTKs.
O resultado desta via de sinalizagdo, como ja discutido antes, ¢ disparado via integrina,
chega a outras moléculas como Rac-1 e posteriormente cofilina, comprometendo o

rearranjo dos filamentos de actina.

c‘_‘(ﬂ\ {\“
Rac-1 ~~  €20kDa
Cofilina

€ 20 kDa

Figura 6: Resultados de Western Blotting. Apos as células serem tratadas com o meio
condicionado (ttt) e meio convencional (CTRL) por 24h, as células foram lisadas com
tampao de lise adequado e as proteinas dosadas pelo Kit da Bio-Rad (ver Figura 4). Apos
a mesma concentracdo de proteinas foram aplicadas (60 ug/lane) em gel de bis-
Acrilamida 10 %. Apo6s corrida sob voltagem constante de 100V, as proteinas foram
transferidas em membrana de PVDF por 45 minutos, sob corrente de 400 mA. As
membranas foram especificamente incubadas com anticorpo primario (1:1000) contra as
proteinas em questdo por 12 horas a 4°.C. Apoés, estas membranas foram lavadas e
incubadas com Anticorpo secundario (1:5000) por l1h a temperatura ambiente. Apos,
foram incubadas com ECL (Pierce) e reveladas em filmes de Raios-x utilizando revelador
e fixador Kodac em sala escura.

6. CONCLUSAO: Em conjunto, nossos resultados mostram que o meio condicionado a
partir de implantes dentarios comerciais ndo apresenta carater citotoxico, além de
intensificar mecanismos de sinalizac¢do celular responsaveis pela adesdao, em
osteoblastos.
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