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Resumo

As tendéncias na terapia com implantes tém incluido a modificagdo de suas superficies
utilizando ferramentas de nanotecnologia e principios de bioengenharia, aumentando
seu desempenho quando implantado. Embora muito se tenha alcangado em ferramentas
para desenvolvimento destes materiais, metodologias de avaliacdo bioldgicas nao
avancaram nesta velocidade. Amparados por ferramentas de bioinformatica e utilizando
conceitos de biologia sistémica, o objetivo deste trabalho foi produzir uma metodologia
computacional, alternativa ao uso de experimentacdo animal, capaz de detectar e
analisar o quinoma da resposta da interacdo célula-biomaterial, obtida com ensaio de
microarranjo de peptideos. Estes dados servirdo para a construcdo de um banco de
dados para guiar a producdo de biomateriais para a area médico-odontolégica.
Batizaremos este de OsteoBLAST. Para tanto, fizemos uso de superficies de titanio com
diferentes superficies (maquinado e duplo ataque acido), as quais foram desafiadas com
o cultivo de células tronco indiferenciadas. As amostras bioldgicas foram utilizadas para
avaliar quinases diferencialmente ativadas atraveés de substratos sintéticos, cuja
metodologia é conhecida como PamGene, as quais foram reunidas em um banco de
dados chamado OsteoBLAST, o qual fora constituido através de um algoritmo em
quatro etapas que selecionou os resultados confiados de PamGene, em seguida obetendo
o quinoma diferencial e um nivel de similaridade com superficies amplamente usadas na
rotina. Nossos resultados mostraram que o algoritmo adotado desempenhou
eficientemente a comparacdo entre as superficies avaliadas, revelando as proteinas
EGRF, ENO2, EPHA4, FRK, KRT6B, NCF1, PDPK1, PDGFRB e KDR envolvidas
neste cenario molecular de resposta. Em conjunto, nossos resultados mostram que o
algoritmo OsteoBLAST pode ser usado como uma potente ferramenta in silico para
investigar potenciais biomateriais destinados a aplicagcdes biomédicas, servindo-se como
ferramenta de analise, capaz de otimizar o setor produtivo e diminuir o uso de animais

de experimentacao.

Palavras-chave: osteoblastos; adesdo celular; Transducgéo de sinais; Bioinformatica;
Novas tecnologias.



ABSTRACT

Current trends in implant therapy have included the modification of their surfaces using
nanotechnology tools and principles of bioengineering, increasing their performance
when deployed. Although much has been achieved in tools for developing these
materials, biological analysis methodologies did not advance at this speed. Supported by
bioinformatics tools and using concepts of systemic biology, the objective of this work
was to produce a computational methodology, alternative to the use of animal
experimentation, capable of detecting and analyzing the kinome of the response of the
cell-biomaterial interaction, obtained with microarray peptides. These data will serve to
build a database to guide the production of biomaterials for the medical-dental area. We
will baptize this one from OsteoBLAST. To do so, we made use of titanium surfaces
with different surfaces (machined and double acid etched), which were challenged with
the cultivation of undifferentiated stem cells. Biological samples were used to evaluate
differentially activated kinases through synthetic substrates, a methodology known as
PamGene, as the banks were assembled in a database called OsteoBLAST, which
consists of a four-step algorithm that selected the results confident of PamGene, then
obtaining the differential kinome and a level of similarity with surfaces widely used in
the routine. Our results showed that the EGRF, ENO2, EPHA4, FRK, KRT6B, NCF1,
PDPK1, PDGFRB and KDR as proteins involved in this molecular response scenario
were efficiently compared. Together, our results show that the OsteoBLAST algorithm
can be used as a powerful in silico tool to investigate potential biomaterials for
biomedical applications, serving as an analysis tool capable of optimizing the

productive sector and reducing the use of experimental animals .
Keywords: osteoblasts; cell adhesion; transduction of signals; bioinformatics; new

technologies.
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1. Introducéo

Defeitos 6sseos constituem um dos problemas mais prementes na area médico-
odontolégica. A reconstrugdo do tecido lesado € um dos maiores desafios dos
cirurgides, sendo muitas vezes necessaria a aplicacdo de um biomaterial que permita
uma boa regeneracao tecidual. Nesta area, 0os materiais osteo-substitutos constituem
uma das mais comuns e antigas formas de terapia regenerativa. Para se ter uma ideia,
arquedlogos encontraram, no Peru, um cranio de um chefe tribal, datado de 2000 a.C.,
em que uma placa de 1 mm de espessura de ouro batido cobria um defeito dsseo
(HENKEL et al., 2013). Até o presente momento, ndo foi desenvolvido nenhum
material sintético que retna as propriedades e capacidades ofertados pelo material
autogeno, conhecidamente como material ideal. Os materiais atualmente disponiveis,
carecem de estabilidade e retencdo, o que implica em dificuldades na mastigacéo,

podem causar dores por se moverem e se soltarem (SOHRABI et al., 2012).

A pesar de ser uma area com alto impacto médico, social e econdmica, e de
serem amplamente estudados, biomaterias tem recebido pouco investimento em novas
ferramentas capazes de predizer e ranquear novos produtos. Desta forma, as pesquisas
realizadas por companhias e universidades acabam por utilizar-se de modelos
experimentais tradicionais que facam uso de modelos com animais, 0 que compromete
0s avancos da area. Neste sentido conhecer os mecanismos intracelulares surge como
uma alternativa. Uma vez detectados biomarcadores envolvidos na resposta da interacao
célula-biomaterial sera possivel monitorar estes em novos biomaterais podendo predizer

0 sucesso de sua implantacdo comparando-os a biomaterais ja conhecidos.

Ferramentas computacionais sdo fundamentais na organizacao de dados, como
por exemplo bancos de dados bioldgicos para as mais diversas areas, além de estarem
em constante desenvolvimento de novos metodos de bioanalises. Posto isto, a obtengédo
e organizacdo de biomarcadores da interacdo celula-biomaterial pode guiar o processo
de producdo destes. Neste sentido, temos centrado esforcos na elaboragdo de um banco
de dados que possa reunir dados de proteinas intracelulares, disparadas em resposta aos

mais variados biomateriais.
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1.1 Osso: aspectos gerais
O tecido 06sseo é um tecido altamente dindmico capaz de se remodelar ao longo
de toda a vida. Além de fornecer suporte e protecdo para tecidos moles, o tecido 0sseo
atua como reserva de minerais, como célcio, magneésio e fosfato necessarios para a
manutencdo de diversos processos fisiologicos (GEMINI-PIPERNI et al., 2014;
ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010). Devido a capacidade de armazenar e mobilizar
estes ions minerais para o corpo se faz necessaria uma alta vascularizacdo do tecido

0sseo.

O tecido 0sseo é composto por trés tipo celulares: ostedcitos, osteoblastos e
osteoclastos. Osteoblastos sdo responsaveis pela sintese dos componentes organicos da
matriz éssea, como colageno tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas, além de promover a
mineralizacdo do tecido. Ao terminar de sintetizar a matriz o osteoblasto, aprisionado, é
chamado de ostedcito. J& os osteoclastos sdo celulas responsaveis pela reabsorcdo da

matriz, passo fundamental no processo de remodelagem do tecido désseo.

Uma vez lesado o tecido 6sseo, a cicatrizacdo pode ocorrer por dois processos:
reparacao e regeneracdo. A regeneracdo ocorre quando o tecido danificado é povoado
com base na proliferacdo e diferenciacdo das células originais do tecido. Assim sendo, 0
tecido regenerado possui as mesmas propriedades funcionais e aspectos morfoldgicos
do tecido primitivo. Ja no processo de reparagdo o tecido danificado é substituido por
um tecido conjuntivo fibroso, resultando em uma cicatriz de colageno. Isto acarreta em
uma perda das caracteristicas e func@es originais. Atualmente a regeneracao do 0sso €
vista como prioritaria, em relacdo a reparacdo, em casos de traumas. Desta forma

recuperando a forma e as fungdes originais do 0sso (ZAMBUZZI et al., 2011b).

1.2 Biomateriais
A engenharia de tecidos para 0 0sso tem se apoiado principalmente em trés
aspectos basicos: 1) o recrutamento de células competentes, 2) moléculas de sinalizagdo
capazes de estimular as células no sentido de uma resposta eficaz e 3) matrizes de
suporte, capazes de direcionar e sustentar a formagdo do 0sso durante sua regeneracéo,

os biomateriais.
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Recentemente, foi constatada a necessidade da inclusdo de um novo
pilar: a estabilidade mecanica (MANISCALCO; CAFORIO, 2016; WEE et al., 2016).
Pesquisas mostraram que a estabilidade do microambiente no qual a lesdo se encontra

influencia no sucesso da resposta bioldgica dos outros trés aspectos ja citados.

Idealmente o biomaterial deve ser capaz de recrutar celulas
osteoprogenitoras para a regido da lesdo, além de estimular sua proliferacdo e
diferenciacdo. Caso o biomaterial ndo induza a uma cascata de eventos biomoleculares
que acelerem a regeneragdo Ossea, deve ao menos servir como “scaffold” para a
proliferacdo de migracdo de células hospedeiras (ZAMBUZZI et al., 2011b). O
biomaterial deve também garantir uma boa estabilidade a regido da lesdo, assim

promovendo o bem estar do paciente (SOHRABI et al., 2012).

Figura 1 - Exemplo de scaffolds utilizados no tratamento de lesdes 6sseas. (https://horizon-
magazine.eu/article/live-cells-could-be-used-reconstruct-faces_en.html,
http://www.virtualscience.com/cad_rp_section/cad_rp_popups/bone_scaff popup.htm,
http://www.medicaldevice-network.com/features/feature359/feature359-1.html.). Acessado em
15/01/2017.

Um fator preponderante para o sucesso da osteointegracdo do biomaterial
é sua superficie (LONGO et al., 2016). A adicdo de uma camada de hidroxiapatita, com

escala micrométrica ou nanométrica, na superficie do biomaterial reforca propriedades
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biomecéanicas do mesmo, além de tais modificacbes fisico-quimicas na superficie
afetarem certos comportamentos celulares como formacdo de componentes de adeséo
focal e organizacdo do citoesqueleto com efeitos na maturacdo dos osteoblastos e
subsequente mineralizacdo (ZAMBUZZI et al., 2014).

1.3 Mecanismos de transducdo de sinais celulares: Balanco de quinases e
fosfatases

O processo no qual uma célula reage a estimulos externos e modifica seu

estado e atividade é chamado de transducdo de sinais. Por meio de receptores

transmembrana, a célula é capaz de captar estimulos fisico, como por exemplo estresse

mecanico ou a luz, ou quimicos, como horménios e fatores de crescimento. Estes

estimulos alteram a conformacdo espacial destes receptores, e esta alteracdo €

responsavel por disparar uma cascata de eventos intracelulares. Estes eventos séo

regidos por duas classes de enzimas: quinases e fosfatases.

Extracellular Signals (i.e. ligands, other stimuli)
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Figura 2 — Mecanismos de transducdo de sinais. Estimulos fisico-quimicos sdo captados
pela célula através de receptores transmembranas. Estes dardo inicio a uma cascata de
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eventos intracelulares controlados pelo balanco da fosforilacdo. Ao final desta
cascata uma maquinaria génica serad ativada no nucleo da célula podendo resultar
na modificacdo de eventos como proliferagdo, diferenciacdo, adeséo, alteracdo do
metabolismo celular, entre outras.

Quinases e fosfatases sdo classes de enzimas transferases, responséaveis por
transferir o grupo fosfato, assim catalisando a fosforilacdo. Porém seus papéis sao
antagbnicos. Enquanto proteinas quinases transferem um grupo fosfato do ATP,
transformando-o em ADP, para uma determinada proteina, as fosfatases retiram o grupo
fosfato da mesma. E importante ressaltar que ao ser retirado, pelas fosfatases, o grupo
fosfato ndo retorna ao ADP, formando ATP.

@

Figura 3 — Balango da fosforilacao proteica. Quinases sdo enzimas que transferem um grupo
fosfato do ATP para uma proteina X, assim fosforilando-a. J& fosfatases sdo enzimas que atuam
no sentido contrério retirando o grupo fosfato da proteina X fosforilada, porém o fosfato ndo é
devolvido ao ADP e sim ao citosol.

O fosfato possui cargas negativa e ao ser transferido a uma proteina ele
provocara uma modificacio conformacional na estrutura da mesma. E sabido que
estrutura e funcdo de proteinas sdo intimamente ligadas, logo tal mudanca

conformacional pode ativar ou inibir o sitio ativo da proteina fosforilada.

Em eucariotos a fosforilagdo pode ocorrer apenas em trés residuos de
aminoacidos: Serina (S), Treonina (T) e Tirosina (Y). O sitio de fosforilagdo
reconhecido por uma quinase, sequéncia de cerca de treze residuos de aminoacidos na

proteina a ser fosforilada, é altamente especifico. Isto faz com que quinases, e por
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consequéncia fosfatases, sejam importantissimas no controle de reacdes bioldgicas
através da fosforilagdo. Eventos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, adesao,
controle do ciclo celular, entre outros, sdo exemplo de reaces controladas atraves de

mecanismo de transducdo de sinais.

1.4 Adesdo de Células Sobre Materiais: Primeiro Passo Integracdo de
Biomateriais e Regeneracio Ossea

Ao se utilizar um biomaterial para o tratamento de uma lesdo 6ssea o desejavel

é que ocorra 0 evento da osteointegracdo. Como dito anteriormente, a superficie do

biomaterial € um fator decisivo neste processo. Modifica¢fes fisico-quimicas na

superficie do biomaterial disparam mecanismo de transducdo de sinais que serdo

responsaveis pelo sucesso da osteointegracdo. E fundamental que estes induzam a

adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular sobre a superficie do biomaterial.

A adesdo celular ¢ um evento altamente estudado hoje em dia, seja nos
processos bioldgicos seja em condicBes patoldgicas. Um dos exemplos da importancia
do estudo da adesdo, temos o desenvolvimento e a progressdo do céncer. Nestes
processos diversas moléculas relacionadas a adesao atuam promovendo a invasibilidade
e metastases do tumor. Isto devido ao fato de estarem envolvidas em interacdes célula-
célula e célula-matriz (OKEGAWA et al., 2004).

Recentes estudos tém demonstrado que a adesdo celular participa de maneira
ativa na regulacdo da diferenciacdo, proliferacdo e morte celular. Logo é altamente
desejavel que um biomaterial induza uma boa adesao celular. Nos Gltimos anos nosso
grupo vem investindo na busca por biomarcadores da interagdo célula material em
biomateriais, e assim ser possivel conhecer as propriedades adesivas de novos
biomateriais. Em estudo recente, nosso grupo mostrou que nas primeiras 2 horas pos-
plagueamento o metabolismo dos osteoblastos culmina em diferentes vias de
sinalizacdo responsaveis pelo rearranjo do citoesqueleto, com sinais oriundos da
ativacdo de proteinas como MAPKp38 e FAK (ZAMBUZZI et al., 2009) temos
mostrado, ainda, que a presenca de EROs modula a acdo de proteinas tirosina fosfatases
(PTPs) durantes mecanismos celulares envolvidos com a adesdo de osteoblastos
(FERNANDES et al., 2014).
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Embora algum progresso tenha sido alcancado neste sentido, muito ainda
precisa ser descoberto sobre estes mecanismos em outras condigdes, para que haja uma

transferéncia direcionada de conhecimento ao setor de desenvolvimento de materiais.

ECM \
Integrin
- % B
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wP Actin
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Figura 4 - Mecanismos intracelulares decorrentes da adesdo celular. Integrinas ligam o
meio extracelular com o citoesqueleto da célula. Apds captar sinais extracelulares as integrinas
mobilizaram méleculas de sinalizacdo para o ponto de adeséo focal. O balango da fosforilagéo
de FAK, Src e paxilina e, ao final desta cascata, a cofilina levara um sinal intracelular que sera
responsavel pelo rearranjo dos filamentos de actina. Estas alteracGes do citoesqueleto séo
responsaveis por adaptacoes celulares a superficies diferentes. Fonte: ZAMBUZZI et al., 2011.

1.5 Quinoma
Em 1958, Francis Crick postulou o dogma central da biologia molecular. Nele
Crick postulou como ocorre o fluxo de informacbes do cddigo genético. Segundo este
dogma, o fluxo da informagdao genética segue o seguinte sentido: DNA — RNA—
PROTEINAS. Com a descoberta de enzimas capazes de sintetizar DNA através de uma
fita de RNA, este dogma sofreu atualizacbes, porém ele contém uma importante
mensagem desde sua postulacdo: a receita para se fazer proteinas se encontra no

genoma.

O conjunto de genes que codificam proteinas quinases € conhecido como
quinoma. Em seu trabalho, MANNING et al.identificaram 518 genes que codificam
proteinas quinase. Estes genes séo classificados em duas familias de acordo com a
presenca, ou ndo, do dominio catalitico quinasico. A primeira familia é denominada de

proteinas quinases eucariotas (EPK), e contém todos os genes que codifiquem proteinas
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quinases que possuam o dominio catalitico quinasico, totalizando 478 genes. Ja a
segunda familia contém 40 genes que ndo possuem o dominio catalitico quinasico,
porém apresentam atividade quinasica por isto sdo denominadas proteinas quinases
atipicas (APK).

Como dito anteriormente, quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacéo.
Devido a cada um destes genes codificarem um conjunto distinto de substratos, o
conhecimento do quinoma em diferentes situacdes, como por exemplo no processo de
interacdo célula-biomaterial, é de grande valia na busca pelo entendimento destes

processos.

Classicamente métodos de estudos de fosforilagdo sdo muito trabalhosos, como
Espectroscopia de massa e Western Blotting. Neste sentido microarranjo de peptideos
vem se mostrando uma ferramenta poderosa no estudo da fosforilagdo. Por meio desta
técnica é possivel a obtencdo de informac6es referentes a quais quinases estao ativas em
uma determinada condic¢éo celular (Quinoma diferencial), assim podendo relacionarmos
a processos celulares que estas participem. Vale a ressalva que, por mais que esta
técnica seja similar & de microarranjo de DNA, porém biologicamente é mais
interessante 0 estudo da atividade enzimatica do que na expressdo génica
(ROSENBERGER et al., 2015).

1.6 Animais em experimentacao
Na madrugada do dia 18/10/2012 militantes dos direitos dos animais invadiram
o Insituto Royal, em Sdo Roque-SP, e retiraram cerca de 170 cdes da raca beagle, além
de camundongos e coelhos. Os ativistas alegavam que o laboratorio praticava maus-
tratos contra os animais com a finalidade de produzir experiéncias cientificas. O caso

ganhou repercussdao na midia e reacendeu o debate sobre a experimentagdo em animais

(fonte: http://g1.globo.com/sao-paulo/sorocaba-jundiai/noticia/2014/10/invasao-ao-
predio-do-instituto-royal-em-sao-roque-completa-um-ano.html. Acessado em
23/09/2016).

No Brasil a lei que regulamenta os testes em animais ¢ a lei de n°® 11794, de 8
de outubro de 2008, sancionada pelo entdo presidente da republica Luis Inacio Lula da
Silva. Conhecida como lei Arouca, ela regulamenta os procedimentos para uso da

experimentacdo em animais em territorio nacional, além de criar o Conselho Nacional
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de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA, com a competéncia de formular e
zelar pelo cumprimento das normas na experimentagdo, credenciar instituicoes,
monitorar e avaliar a introducdo de novas técnicas que possam substituir a utilizacdo de

animais em ensino e pesquisa, dentre outras.

Mundialmente ha uma tendéncia na diminuicdo da experimentacdo animal,
bem como na criagdo, validacdo e implementacdo de meétodos alternativos. Com o
objetivo de diminuir o nimero de animais utilizados na pesquisa € minimizar a dor e 0
desconforto e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo, houve o
surgimento do programa dos trés R’s. Batizado assim devido as iniciais de suas
principais agOes visadas, Repleacement, Reduction e Refinement, em portugués,
substituicdo, reducdo e refinamento, o programa foi criado em 1959 em um estudo
publicado por William Russell e Rex Burch. (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE,
2004)

Figura 5 - O zoologista William M.S. Russell e 0 microbiologista Rex L. Burch publicaram
em 1959, “The Principles of Humane Experimental Technique”. Este trabalho foi um marco
para a experimentacdo em animais por inserir o conceito dos 3 Rs, Repleacement, Reduction e
Refinement. Embora diversos avangos na area tenham ocorrido, o cerne da ética e da busca a
métodos alternativos se encontra nesta obra.

O primeiro dos trés principios, substituicdo refere-se a métodos que permitem
evitar ou substituir o uso de animais. As substituicbes podem ocorrer de duas formas:
substituicdes relativas ou absolutas. SubstituicGes absolutas é quando substituimos
animais por sistemas inanimados, tais como programas de computador. Ja as

substituicdes relativas animais mais sensiveis, como 0s vertebrados, com animais que a
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evidéncia cientifica atual indica um potencial significativamente mais baixo para a

percepcéo da dor, tais como alguns invertebrados.

Ja a alternativa de reducdo, refere-se a qualquer estratégia que ira resultar em
menor nimero de animais a ser utilizado para obter dados suficientes para responder a
questdo de pesquisa, ou para maximizar a informacdo obtida por animal e, portanto,
potencialmente limitando ou evitando o uso subsequente de animais adicionais, sem

comprometer o bem-estar animal.

O dltimo dos Rs, o refinamento, refere-se a modificacdo da criacdo ou
procedimentos experimentais para minimizar a dor e angustia, e para melhorar o bem-
estar de um animal usado na ciéncia a partir do momento que nasce até sua morte.
(RUSSELL; BURCH, 1959).

Considerados estes pontos, ainda ha o fato que nédo € possivel relacionar dados
obtidos com experimentacdo animal com seres humanos. Em um texto se posicionando

sobre experimentagdo animal, a Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, afirma:

“...A experimentagdo funciona como uma escada. E preciso
passar por varios degraus até se chegar ao ser humano. Quando se comeca a
desenvolver um novo medicamento contra o cancer, por exemplo, €
necessario primeiramente utilizar a droga em culturas de células para
verificar se ela é eficiente na eliminacdo de células cancerosas. O proximo
passo € testar a droga em animais de laboratério de pequeno porte, que
estejam com cancer, para se avaliar como o este organismos reagem.
Posteriormente, a mesma droga sera testada em animais de maior porte, que
sejam mais proximos evolutivamente do homem, a fim de verificar se os
efeitos da droga se mantém quando lidamos com organismos mais parecidos
com o ser humano.” ( http://agencia.fiocruz.br/perguntas-e-respostas.
Acessado em 17/09/2016)
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Figura 6 — Esquema das etapas necessarias para um medicamento, vacina ou, como em
nosso caso, um biomaterial chegar ao ser humano. Primeiramente sdo realizados testes em
culturas de células. A proxima etapa sera experimentos em animais de pequeno porte, como
ratos ou camundongos. O cdozinho Snoopy do desenho “Peanuts”, representa o passo seguinte,
experimento em animais de maior porte como cédes. SO aprovado em todos estes passos sera
levado ao ser humano.

No caso da pesquisa com biomaterias medico-odontoldgicos a despeito da
importancia ainda faltam alternativas a pesquisa com animais. Poucas sdo as
metodologias de analise capazes de analisar e ranquear novos materiais a partir de
ensaios in vitro ou in silico. Consequentemente, universidades e companhias recorrem,
quase sempre, a testes convencionais fazendo uso de modelos animais, comprometendo

avancos necessarios nesta area.

1.7 Biologia sistémica
Historicamente a ciéncia vem sendo construida utilizando-se do reducionismo.
Partimos de fenbmeno completo e buscamos fragmenta-lo para assim tentarmos
entender suas partes isoladas, para entdo, somente ap0s isso, reunir o conhecimento das

partes e tentar compreender o todo do fenémeno.

A biologia sistémica veio na contramdo deste paradigma. Baseando-se no
entendimento de que o todo é maior que a soma de suas partes, € 0 ramo que busca a

compreensdo das interacfes em redes génicas, proteicas, metabolicas e assim por diante.
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Redes de interacdo sdo construidas partindo de informac6es como interac@es fisicas ou
fungdes correlacionadas (NANDAGOPAL; ELOWITZ, 2011), e estudo destas redes de
interagBes se faz util pois possibilita ver de forma simples e explicativa fenémenos

bioldgicos e patologicos, possibilitando assim aplica¢6es biotecnologicas.

No caso da interagdo célula-biomaterial, uma vez conhecidas as quinases que
estejam atuando neste processo a biologia sistémica surge como uma opg¢édo na busca
por elucidar vias e processos que atuem neste sentido. A partir de um pequeno nimero
de proteinas, que aparentemente ndao tenham interacdes, € possivel construir redes de

interacfes complexas que revelem novas funcdes bioldgicas.

KARR et al. afirma que um dos problemas enfrentados na construcéo de redes,
é a quantidade insuficiente de informacdes sobre estas interagdes. Embora nos ultimos
anos um grande numero de dados tenha sido produzido, ainda carece de métodos

matematicos e computacionais para analise.

1.8 Bioinformética
Baseando-se em elementos da ciéncia da computacdo, matematica e estatistica,
a bioinformatica ¢ a area do conhecimento interdisciplinar que buscar analisar e
interpretar dados bioldgicos. Seu surgimento se deu com a necessidade de armazenar e
manejar dados bioldgicos em rapida expansdo, como por exemplo dados de biologia

molecular.

A bioinformatica foi uma ferramenta poderosa no desenvolvimento de diversas
areas da biologia. Na genética por exemplo, permitiu sequenciar e anotar, e com isto
possibilitando a deteccdo de mutagbes nas mesmas. Na biologia estrutural, auxiliou a
elucidar estruturas de moléculas como DNA, RNA e principalmente proteinas. Ja na
biologia sistémica possibilitou o entendimento de redes bioldgicas. Isto além de outras

areas, como a evolucéo.

Um dos grandes trunfos da bioinformatica na resolucdo de problemas
biolégicos esta nos bancos de dados publicos online. O NIH — NCBI (National
Institutes of Health — National Center for Biotechnology Information), por exemplo,
abriga em seu site banco de dados de genes, genomas, RNAs, proteinas, artigos, livros,

entre outros. Além disso, possui em seu site ferramentas como o BLAST (sigla em
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inglés que significa: Basic Local Alignment Search Tool) que possibilita ao usuario
comparar sequéncias de residuos de aminodcidos de diferentes proteinas ou de

nucleotideos de diferentes DNA.

Os bancos de dados biolégicos crescem a cada ano. O UniProt
(www.uniprot.org), por exemplo, um banco de dados gratuito sobre forma e funcdes de
proteinas, cresce ano a ano em numero de proteinas. UniProt é fruto de um consércio
gerado pelos Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI), Instituto Suico de
Bioinformatica (SIB) e pelo Recurso de Informacéo de Proteina (PIR) (BATEMAN et
al., 2015). Na figura 7 temos o gréfico do numero de proteinas ano a ano no
UniProt/Swiss-Prot. Outro banco de dados em constante expansdo é o PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/). PubMed compreende mais de 26 milhGes de
citacGes de literatura biomédica, periodicos de ciéncias da vida, e os livros on-line.
PubMed também fornece acesso & web sites adicionais relevantes e links para outros
recursos de biologia molecular NCBI. E desenvolvido e mantido pelo Centro Nacional
de InformacGes sobre Biotecnologia (NCBI), na Biblioteca Nacional EUA de Medicina
(NLM), localizado no National Institutes of Health (NIH).

Number of entries in UniProtKB/Swiss-Prot over time
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Figura 7 — Criado em 1986 o numero de sequéncias depositadas cresce ano apds ano desde
entdo. Atualmente sdo 551.987 diferentes sequéncias depositadas. Fonte:
http://www.uniprot.org/statistics/Swiss-Prot
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Figura 8 - Grafico do nimero de trabalhos adicionados no PubMed por ano de 1950 até
2012. Fonte: VARDAKAS et al.

Com a consolidacdo dos bancos de dados de bioinformética novas ferramentas
de anélise foram criadas. STRING (SZKLARCZYK et al., 2015) é um banco de dados
de interacbes proteicas. Alimentados por diversos outros bancos de dados como o
préprio UniProt e o Pubmed, STRING ¢é capaz de mostrar as interacdes entre proteinas
isto permite a um pesquisador desenhar um mapa de interagbes que descreva um
processo bioldgico observado a partir de algumas proteinas identificadas como

relevantes em seus proprios experimentos.

Existem uma série de outros bancos de dados e ferramentas. Caso o
pesquisador deseje trabalhar com drogas pode se utilizar do ChEMBL
(https://www.ebi.ac.uk/chembl) ou STITCH (KUHN et al., 2014). Caso deseje elucidar
estruturas de proteinas 0 Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) é uma arma poderosa. Gene Ontology
(ASHBURNER et al., 2000; BLAKE et al., 2015) é uma ferramenta poderosa para

estudo de funcBes moleculares, processos bioldgicos e componentes relacionados a um
conjunto de genes. Enfim, bancos de dados estdo constantemente sendo atualizados,
expandidos e criados, 0 que torna cada vez mais Util e pratico para 0 pesquisador 0 uso

de técnicas de bioinformatica em seus projetos.

Utilizando estas ferramentas e bancos de dados foi possivel a construcdo de
uma ferramenta de analise de biomateriais visando a reducéo do uso de experimentacéo

animal na area médico-odontoldgica, contribuindo ao setor produtivo.

32


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

6. Conclusao

Desta forma é possivel concluir que, OsteoBLAST, aliado a uma abordagem de
biologia sistémica, pode auxiliar no desenvolvimento de biomateriais médico-

odontol6gicos minimizando assim a experimentagdo animal na &rea.
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