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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

E necessario buscar alternativas terapéuticas capazes de auxiliarem a medicina
regenerativa e a engenharia de tecidos nos casos de fraturas e lesdes Osseas,
principalmente em quadros mais severos. Estudos utilizando células vivas, bioativos
e biomateriais tem sido avaliados como futuros tratamentos biotecnoldgicos capazes
de apresentarem resultados mais promissores em comparacdo as terapias
convencionais. Neste trabalho, foi proposto o uso da estimulagdo elétrica em

associagao a fragao proteica F1 do latex para promogéao da diferenciagao osteogénica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

It is necessary to look for therapeutic alternatives capable of assisting regenerative
medicine and tissue engineering in cases of fractures and bone injuries, especially in
more severe cases. Studies using live cells, bioactives and biomaterials have been
evaluated for future biotechnological treatments capable of presenting more promising
results compared to conventional therapies. In this study, the use of electrical
stimulation in association with the F1 protein fraction of latex was proposed to promote

osteogenic differentiation.
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RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida e do envelhecimento ésseo, a caréncia de
novas alternativas terapéuticas para casos de fraturas e perdas 6sseas criticas ganha
relevancia. A engenharia tecidual emerge para promover o reparo de tecidos lesados
por meio de células e fatores bioldgicos. O objetivo deste estudo foi realizar a
caracterizagao fisico-quimica da fragéo proteica F1 do latex natural da seringueira
Hevea brasiliensis (LXHb) e avaliar in vitro a proliferacao e diferenciagao de células
tronco mesenquimais (CTMs) da medula 6ssea de ratos Wistar, submetidas a
estimulagao elétrica (ES) e cultivadas com a fragao proteica F1, bem como analisar a
expressao dos genes relacionados a osteogénese. A caracterizagao foi realizada por
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta para F1 a 1% (10 mg/mL);
0,1% (1 mg/mL) e 0,01% (0,1 mg/mL) a 0, 24 e 48h apds diluicdo em tampao fosfato-
salino (pH 7,4). Para F1 a 0,01%, foram feitas analises em diferentes valores de pH,
na auséncia e na presenga de cloreto de sodio (NaCl). Para caracterizagdo das
proteinas de F1, foram realizadas Cromatografia Liquida de Gel Filtragdo (CGF) e
Quantificacdo Proteica por Analisador Elementar CNS - Leco. Nos ensaios de
viabilidade celular (método MTT) e de diferenciagdo osteogénica (vermelho de
Alizarina), a estimulagao foi aplicada por 60s, 150s e 300s a 10 yA, duas vezes por
semana, e o meio celular foi suplementado com as trés concentracdes de F1. Para as
analises de expressdo génica, as células foram estimuladas por 60s e 300s e
suplementadas com F1 a 0,1% e 0,01%. Por DLS, observou-se duas populagdes de
particulas independente do tempo de preparo das amostras. Por intensidade a Oh pos
preparo, as particulas apresentaram tamanho médio de 123,2 e 5227,0 nm (F1-1%),
164,2 e 1187,0 nm (F1-0,1%), 336,0 e 3369,0 nm (F1-0,01%). O Potencial Zeta
apresentou valor nulo para as concentragdes analisadas em pH 7,4. A quantificacao
proteica determinou um teor de 10,2% de proteinas na massa total da fracdo F1 do
latex. Nos ensaios in vitro, observou-se, em todos o0s grupos experimentais,
viabilidade celular acima de 70% (n&o citotoxicidade) e diferenciagdo osteogénica
superior a 80%, com maior taxa no grupo ES-60s associado a F1 a 0,01% Na analise
da expressao génica, os genes Bmp2 e Ltype apresentaram expressao maior nos
grupos estimulados por 60s nas duas associagdes com F1-0,1% e 0,01%, ja o gene
Col1a1 obteve expressao significativa no grupo 300s-0,1%. Os genes Alp e Runx2
demonstraram expressdo maior na associagao com F1-0,01% e o gene Camk2 nos
grupos F1-0,1%, ambos associados a ES-60s e 300s. Conclui-se que a fragao proteica
F1 é um sistema polidisperso e apresenta carga nula em pH 7,4. Essa fracdo é
constituida, em massa, por uma baixa porcentagem de proteinas, porém, com
importante acao bioldgica no que se refere ao aumento da proliferacao e diferenciagao
osteogénica de CTMs, principalmente, quando associada a estimulagdo elétrica,
tornando-a uma alternativa de tratamento promissor para a medicina regenerativa no
estudo do reparo dsseo.

Palavras-chave: Estimulacdo elétrica; engenharia tecidual; células tronco; latex;
seringueira



ABSTRACT

With increased lifespan and bone aging, there is a relevant need for new therapeutic
options for fractures and critical bone losses. Tissue engineering emerges to promote
injured tissue repair thorough cells and biological factors. This study aimed to perform
the physicochemical characterization of the F1 protein fraction from natural rubber
(latex) found in the rubber tree Hevea brasiliensis (LXHb), and an in vitro assessment
of the proliferation and differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) derived from
Wistar rats’ bone marrow subjected to electrical stimulation (ES) and cultured with F1
protein fraction, as well as analyzing the gene expression related to osteogenesis. The
characterization was performed by Dynamic Light Scattering (DLS) and Zeta Potential
for F1 at 1% (10 mg/mL); 0.1% (1 mg/mL) and 0.01% (0.1 mg/mL), at 0, 24. 48 hours
after dilution in phosphate-buffered saline (pH 7.4). Different analyzes were carried out
for F1 at 0.01% at different pH values, in the presence or absence of sodium chloride
(NaCl). Gel filtration chromatography and Protein Quantification Leco CNS analyzer
were used for F1 protein characterization. In the analysis of cell viability (MTT Assay)
and osteogenic differentiation (Alizarin red) the stimulation was applied by 60s, 150s,
and 300s at 10 pA twice a week, and the cell culture was supplemented with three F1
concentrations. For gene expression analyses, the cells were stimulated by 60s and
300s and supplemented with F1 at 0.1% and 0.01%. By using DLS, two populations of
particles were observed regardless of the time for sample preparation. By intensity at
Oh after preparation, the particles had an average size of 123.2 and 5227.0 nm (F1-
1%), 164.2 and 1187.0 nm (F1-0.1%), 336.0 and 3369.0 nm (F1-0.01%). The Zeta
Potential reported null charge for analyzed concentrations at pH 7,4. Protein
quantification determined a protein content of 10,2% of in the total mass of the F1 latex
fraction. in vitro assays, it was possible to observe in all experimental groups cell
viability above 70% (non-cytotoxicity) and osteogenic differentiation above 80% with a
higher rate in the ES-60s group associated with F1 at 0,01%. In the gene expression
analysis, the Bmp2 and Ltype genes showed a higher rate in the groups stimulated for
60s in both associations with F1-0,1% and 0,01%. As to the Col1a1 gene, a significant
rate was obtained in the 300s-0,1% group. Alp e Runx2 genes showed a higher rate
in association with F1-0,01% and the Camk2 gene in the F1-0,1% groups, both
associated with ES-60s and 300s. In conclusion, the F1 protein fraction is a
polydisperse system and shows a null charge at pH 7,4. This fraction consists, in total,
of a low percentage of proteins, however, with an important biological action regarding
the increase of the proliferation and osteogenic differentiation of MSCs, especially
when associated with electrical stimulation, making it an option for a promising
treatment in regenerative medicine and bone repair studies.

Keywords: Electrical stimulation; tissue engineering; stem cells; latex, rubber tree
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1. INTRODUGAO

Com o aumento da expectativa de vida, apontado pela Proje¢cdo do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), indicando que, até 2043, um quarto
da populagao brasileira tera mais de 60 anos, o estudo do envelhecimento do tecido
ganha importancia no que se refere ao proceso de reparo 6sseo. Visto que, em casos
de complicagdes ou ma formacgao tecidual, eleva-se a incidéncia de morbidade e
calcificacdo. Os tratamentos convecionais ja ndo s&o suficientes, por isso, se faz
necessaria a descoberta de novos tratamentos que auxiliem nesse reparo tecidual e
na substituicdo do tecido lesado (GINEBRA; MONTUFAR, 2019).

O tratamento convencional da-se pela realizacdo de transplantes, como
autoenxerto (tecido retirado de uma area do corpo do individuo e enxertado em outro
ponto), aloenxerto (transplante entre individuos geneticamente diferentes, de uma
mesma espécie) e xenoenxerto (transplante entre individuos de espécies diferentes)
(ZHANG, 2016). Porém, apresenta inumeras desvantagens, como: técnicas invasivas,
auséncia de suprimento tecidual, necessidade de cirurgias secundarias, desconforto
maior do paciente, risco de infecgcao e até de rejeicdo (ZHANG, 2016; GINEBRA,;
MONTUFAR, 2019). Desta forma, em casos onde ndo ha capacidade de regeneracgao
espontanea, ha um desafio que vem sendo estudado pela engenharia de tecidos e
medicina regenerativa por meio do uso de células vivas para reparar e regenerar 0s

tecidos perdidos ou lesionados.

1.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é caracterizado como um tecido conjuntivo especializado, que
confere integridade da estrutura do organismo, suporte, protegdo dos érgéos internos,
producdo das células sanguineas por meio da medula éssea vermelha e
armazenamento de calcio, fosfato e potassio. Em conjunto com as articulagdes e os
musculos, auxilia na locomogao, conferindo resisténcia, alta mineracdo e
vascularizacdo (SOUNDARYA et al., 2018; ZAMANI et al., 2020). Esse tecido
organiza-se na forma trabecular ou esponjosa (0sso esponjoso), que apresenta de
50% a 90% de porosidade, e na forma cortical (osso compacto) com 10% de
porosidade, conferindo maior resisténcia a compressao (HAO; HARRIS, 2008).

A estrutura do tecido 6sseo € constituida por uma matriz extracelular (MEC)
(SOUNDARYA et al., 2018), constituida de 65% a 70% por uma parte mineral e de
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25% a 30% por uma parte organica (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). A parte mineral
é formada por fosfato e hidroxido de célcio que, ao se interagirem, formam nanocristais
de fosfato e hidroxiapatita (ZAMANI et al., 2020). A orgéanica é formada por colageno
tipo | e uma porgéo celular constituida por osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e
células tronco mesenquimais (CTMs) que conferem manutengdo da dindmica
funcional do tecido 6ésseo (SOUNDARYA et al., 2018).

Os osteoblastos sédo células que sintetizam os componentes organicos da
matriz, sendo localizados ao longo da superficie 6ssea e derivados de CTMs que se
diferenciam e expressam genes especificos, tal como: proteinas morfogenéticas
O0sseas (BMPs), osterix (Osx) e fatores de transcricdo relacionados ao Runx2,
responsavel por regular positivamente os genes relacionados aos osteoblastos e
demais componentes do tecido 6sseo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Dos osteoblastos, derivam os ostedcitos, os quais estdo situados nas lacunas
Osseas rodeados pela matriz mineralizada e séo células que realizam a manutengéao
da estrutura Ossea, exercendo papel importante no transporte intercelular de
moléculas de sinalizag&o. Entretanto, essas células ndo possuem potencial de divisao.
Os osteoclastos sdo células multinucleadas que se originam de CTMs, possuem a
funcao de reabsorcido da matriz 6ssea e mobilizagao de ions como fosfato e calcio da
matriz extracelular para a corrente sanguinea (LEI, 2019). Podem estar associados
com a regulagcdo da matriz 6ssea, por meio da ativacdo de CTMs e osteoblastos
através de citocinas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

As células osteoprogenitoras desempenham um papel fundamental na
formacao e manutencdo da MEC, estrutura complexa e organizada que exerce papel
essencial na homeostase 0ssea. Essas ceélulas sao encontradas, principalmente, nas
membranas conjuntivas altamente especializadas: peridosteo (revestimento da
superficie externa do 0sso) e o endosteo (revestimento interno do tecido 6sseo). As
duas membranas sao altamente vascularizadas, possibilitando o fluxo de osteoblastos
e CTMs, afim de proporcionar o suporte e suprimento celular necessario para o
processo de manutencao e reparo 6sseo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

O tecido 6sseo é uma estrutura dindmica durante toda a vida do organismo,
encontra-se em constante formacéo e remodelacao afim de manter suas capacidades
metabdlicas e caracteristicas fisicas para reparar pequenos danos (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015; LEI, 2019). Em situacdes de dano tecidual em pequena dimenséao,

o tecido 6sseo possui capacidade de regeneragdo por meio do recrutamento de
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células, de liberagao de fatores de crescimento e citocinas. Porém, em casos de perda
Ossea significativa, ndo ocorre adequadamente o processo regenerativo. No local do
tecido oOsseo perdido, ha a formacdo de tecido fibroso que impede a
neovascularizagido e, consequentemente, o processo de reparo, uma vez que é
dependente deste. Além disso, este processo também € influenciado por outros fatores,
como doengas associadas, idade, metabolismo, entre outros (TANG et al., 2016).

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa estudamnovas abordagens
e tratamentos para promog¢ao do reparo 6sseo por meio de trés principais pilares: uso
de células-tronco, de scaffolds (biomateriais) e de bioativos (exemplos: soro, fracao
proteica do latex) (MIRON; ZHANG, 2012). Em 1994, foi criada a Sociedade da
Engenharia Tecidual e Medicina Regenerativa e, desde entdo, CTMs comecaram a
ser utilizadas por serem indiferenciadas e nao especializadas, capazes de gerar novas
células e, em condigdes fisiologicas ou experimentais, se diferenciarem em outros

tipos celulares, possibilitando a formag¢ao de um novo tecido (CAETANO et al., 2018).

1.2 Células tronco mesenquimais (CTMs)

As células tronco mesenquimais apresentam capacidade de autorrenovacao,
replicacéo, liberacdo de fatores paracrinos, imunossupressao e imunorregulagao,
diferenciagdo multipotente, promovendo a reposicdo de células de linhagens
especificas. Elas podem ser isoladas de diferentes fontes de tecidos, porém as mais
utilizados s&o as derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs — bone marrow-derived
mesenchymal stem cells) (BLACK et al., 2015; GAO, 2017; LI, 2020).

Nos estudos sobre tratamentos para as lesdes 0sseas, a utilizagao de CTMs in
vitro, provenientes da expansao e diferenciacdo de células do préprio paciente, vem
ganhando relevancia, principalmente quando associadas a suportes tridimensionais e
agentes indutores como citocinas, fatores de crescimento e agentes externos, tal como
a estimulagao elétrica (ES - electrical stimulation) (MISHRA et al., 2015; GRAY et al.,
2016; CAETANO et al., 2018). O uso de ES na cultura de CTMs aponta-se como uma
possibilidade promissora de reparo do tecido Osseo, devido as caracteristicas de
piezoeletricidade éssea, auxiliando a atracdo de células enddgenas, induzindo os
fatores de diferenciacdo de CTMs em osteoblastos, a proliferacao celular, a sintese
de proteinas, citocinas, fatores de crescimento e o aparecimento de novos vasos
sanguineos (GRAY et al., 2016).

Varios fatores de crescimento, liberados pelas células, estdo associados a
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estimulagao da osteogénese e angiogénese, dentre eles os da superfamilia dos TGF,
podendo acelerar a regeneracao do tecido 6sseo (STEGEN et al., 2015). Porém, a
principal limitagao para o uso terapéutico esta relacionada ao alto custo e a baixa meia-
vida desses fatores (STEGEN et al.,, 2015). Desta forma, o estudo de moléculas
bioativas naturais de baixo custo, tal como a fracdo proteica do latex natural, vem
ganhando relevancia para aplicacdo na engenharia tecidual (ARAVAMUDHAN et al.,
2013). Além disso, a associagao da fracdo F1 do latex da seringueira Hevea
brasiliensis com a estimulacéo elétrica vem apresentando resultados promissores e

favoraveis ao reparo 6sseo (CAETANO et al., 2018).

1.3 Estimulagao elétrica

A estimulacéao elétrica tem mostrado acelerar significativamente o reparo 6sseo
em modelo animal, por meio da sua capacidade de promover migragao, proliferagédo e
diferenciagao osteogénica de CTMs através da modulagao celular das vias de calcio
e de outros ions. Os mecanismos com os quais a ES regula ou influencia o

comportamento das células ainda nao foram descobertos, porém observa-se resultados

quanto as vias de Ca2*, Nat, K* e Cl na diferenciagao osteogénica. Uma proposta é
que a ES aumenta a concentragdo de calcio no citosol dos osteoblastos, regulando a
funcao dessas células via calmodulina, por meio da ativagao de canais dependentes de
calcio, presentes na membrana celular (SILVA et al., 2021; MOON; LEE; KWON,
2022).

A ES pode induzir, dentro da célula, a movimentacdo de moléculas
eletricamente carregadas, alterando o potencial de membrana e as respostas
celulares, como também, podendo atuar na superficie da membrana plasmatica para
modelagao dos estados conformacionais de proteinas de membranas e para ativagao
do transporte de ions (THRIVIKRAMAN et al., 2018).

O emprego da ES a 10 pA durante 5 minutos em calvaria de ratos Wistar
demonstraram indicios promissores referente ao potencial de reparo tecidual,
apontando uma diminui¢ao do processo inflamatério, um aumento da organizagéo das
fibras colagenas, da vascularizacao tecidual, bem como, modulagao favoravel do eixo
RANK/RANKL/OPG (reguladores da osteoclastogénese) e presenca de pontos
precoces de calcificacdo, principalmente, quando a técnica de ES é aplicada,

juntamente, com o uso de biomateriais enxertados (SILVA et al., 2021).
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Em estudos in vitro, a corrente elétrica pode ser aplicada na superficie de
crescimento celular ou no meio de cultura. Existem trés métodos de ES utilizados na
engenharia de tecidos Osseos: corrente continua, acoplamento capacitivo e
acoplamento indutivo (LEPPIK et al., 2020). A corrente continua utiliza dois eletrodos
paralelos imersos diretamente no meio de cultivo (in vitro) ou conectados diretamente
no tecido alvo (in vivo), sendo conectados por uma fonte de energia. O acoplamento
indutivo produz a ES por meio de campos eletromagnéticos oscilantes gerados através
de bobinas. O acoplamento capacitivo produz a ES através de placas metalicas
condutoras, que sao colocadas acima e abaixo do tecido alvo, sem contato direto
(GRIFFIN; BAYAT, 2011; THRIVIKRAMAN et al., 2018).

Estudos indicam que uma corrente que varia de 10 pA a 50 pA pode estimular
a proliferacéo de osteoblastos, bem como, a expressao de fatores de crescimento para
a diferenciacéo 6ssea. A formagao 6ssea encontra-se aumentada na tibia e fémur de
caes e coelhos, com ES de 10 pA a 20 pA, durante diferentes periodos de tempo. No
entando, estimulag¢des acima de 50 pA tem gerado necrose 6ssea (THRIVIKRAMAN et
al., 2018).

Mesmo com os efeitos positivos do uso da ES nas células 6sseas, ja indicados
em estudos, a regeneragao 6ssea localizada e guiada € um desafio, pois ainda n&o se
conhece os mecanismos pelos quais a ES interage com as células, devido,
principalmente, as variagdes no desenho experimental (tempo, intensidade e tipo de
aplicacao), aos resultados inconsistentes e/ou controversos (SILVA et al., 2021). No
entando, os indicios favoraveis encontrados na literatura sobre a utilizacdo de ES e
CTMs na engenharia tecidual requerem a necessidade de uma avaliagédo profunda dos

efeitos desta associacao

1.4 Fracgao proteica F1 do latex

Uma das principais ferramentas da engenharia de tecidos para o estudo da
cicatrizagcao esta associada ao uso das biomoléculas. O latex extraido da seringueira
Hevea brasiliensis (LXHb), apresenta-se como um indutor da proliferacido e/ou
diferenciagdo celular por meio do seu potencial angiogénico e de aumento da
permeabilidade vascular, como resultado da homologia funcional entre os seus
componentes ativos e os fatores de crescimento ja muito estudados, como o VEGF,
TGF-a, FGF, entre outros (MENDONCA, 2004). Guerra et al. (2021) observaram que,

ao se aplicar membranas de latex natural em tecido lesado, uma substancia muito
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semelhante ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi liberada,
reconstruindo veias e artérias e, assim, auxiliando no transporte de nutrientes para o
reparo.

Considerado como possivel “fator de crescimento-like”, € de facil isolamento,
manuseiro e de baixo custo. Segundo Ferreira et al. (2009) e Mendonga (2004), que
estudaram a influéncia do latex e de seu soro na atividade neoangiogénica, o0 aumento
da vascularizagdo, promovido pela presenga das proteinas do soro, acelerou o
recrutamento de células inflamatdrias por estimulo da fase inflamatéria natural durante
o estresse oxidativo, aumentando o aporte de nutrientes, o processo de oxigenacéo,
e a remocgao dos residuos metabdlicos, como também, o alcance, do tecido lesado,
pelo fibrinogénio e pelos fatores de crescimento.

O latex de borracha natural (LBN) é definido como um sistema coloidal
polifasico, constituido por particulas de espécies quimicas orgéanicas e inorganicas,
como proteina, carboidrato, flavanodide, lipideo, poli-isopreno cis e/ou trans, entre
outros (LEITE, 2016). Essas particulas sdo, predominantemente: particulas de
borracha 30 a 45% (em massa) do latex, os lutdides que constituem 10 a 20% e os
complexos de Frey-Wyssling (Figura 1) (AGOSTINI, 2009).

Figura 1 - Modelo de uma particula de borracha em latex.

Borracha

Fostolpidio

Proteina

Fonte: AGOSTINI (2009).

O latex da Hevea brasiliensis € um sistema polidisperso, onde as particulas de
borracha apresentam uma composigao cis-1,4-poliisopreno, com um diametro que
pode variar de 5 nm até 3.000 nm, com uma pequena quantidade de constituintes n&o-
borracha, oriundos de proteinas e lipidios, que, em associacdo, formam uma
membrana carregada negativamente, que confere estabilidade coloidal ao latex ndo
estabilizado (THEPCHALERM et al., 2014). Quando recém coletado, apresenta pH
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entre 6 e 7, ou seja, € em torno deste pH que o latex se encontra na forma natural,
sem adicao de estabilizantes, com densidade de 0,975 e 0,980 g/cm3 e viscosidade
variavel, principalmente, com a ruptura dos lutéides em diluicdo com agua (AGOSTINI,
2009).

A amodnia serve como um estabilizante, capaz de preservar a integridade do
latex durante toda fase experimental, evitando o processo de coagulagao natural, em
que se observa a formacao de uma fase superior coagulada e uma fase inferior aquosa
e clara, tendo como principais causas: a agdo de microrganismos reagindo com
compostos ndo borracha e o efeito a liberagdo de anions de acidos graxos através da
hidrolise de varias substancias lipidicas presentes no latex. Portanto, em casos de
coagulacéao, o pH é reduzido para 5 e este processo pode ser acelerado pela adigao
de pequenas quantidades de sabdes. Além disso, o tempo no qual o latex pode ser
mantido sem coagular é aumentado se os cations do mesmo sdo removidos
(AGOSTINI, 2009).

O soro do latex apresenta densidade de 1,020 g/cm3 e contém carboidratos,
eletrolitos, proteinas e aminoacidos. O principal carboidrato € o quebrachitol (ou 1-
metil inositol) e, caso o latex ndo seja adequadamente preservado, esse agucar €
oxidado a acido volatil (formico, acético e propidnico). O soro apresenta 48% de
proteinas (parte que confere o potencial de angiogénese e de aumento da
permeabilidade vascular), além de bases nitrogenadas, aminoacidos, anions
inorganicos (fosfatos e carbonatos), sais minerais, sais de rubidio, manganés, sodio,
potassio, cobre, magnésio, ferro e zinco (AGOSTINI, 2009).

Daruliza et al. (2011) relataram que o soro B do latex (NRL) apresenta atividade
antifungica contra Candida albicans, promovendo inibicdo do crescimento das
leveduras. Sugere-se que essa atividade antifungica seja atribuida aos polifendis
presentes no soro (MUBARAK et al., 2018). Herculano et al. (2024) discorreram sobre
estudos do soro de latex natural e seu elevado potencial para desenvolvimento de
agentes anticancerigenos, podendo ser utilizado como medicamento para diminuir os
efeitos colaterais mais graves.

Do soro, por meio de purificacao e técnicas de cromatografia de troca ibnica, é
possivel obter, de forma liofilizada, picos proteicos distintos (Figura 2), sendo o pico
P1, a fragdo mais ativa (F1). Essa fragdo apresenta o maior potencial angiogénico e
induz o aumento da permeabilidade vascular, facilitando o vazamento de agua e

macromoléculas e melhorando o fluxo de células imunes, fatores de crescimento e
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nutrientes, através da parede do vaso, para o local da lesdo (HERCULANO et al.,
2024). Estudos mostram que CTMs, tratadas com soro ou fracdo F1 a 0,01%,
apresentaram maior atividade cicatrizante e deposicdo de matriz extracelular
(MENDONCGCA, 2004), sendo esta fragao F1 (pico 1 da Figura 2) objeto de estudo desta

dissertacao.

Figura 2 - Perfil cromatografico do soro do latex em pH 9,0.
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Fonte: MENDONGA (2004).

Mendonga (2004) mencionou, em seu trabalho, estudos que comprovam a
utilizacdo das biomembranas de latex para cicatrizacao de feridas em caso de lesdes
leves e graves, gerando adeséo celular e estimulando varias células envolvidas nessa
cicatrizacao, acelerando, assim, o tempo de cura. Bem como, Caetano et al. (2018)
realizaram tratamento das CTMs com fragado proteica do latex solubilizado em meio
de cultura osteogénico e observaram efeitos positivos na diferenciagdo osteogénica
acelerada por meio da fosfatase alcalina.

Balabarian et al. (2006) avaliaram a biocompatibilidade do latex natural ao
implantar grénulos de latex em cavidades 6sseas alveolares pds extragao dental de
ratos e foi demostrado que o houve compatibilidade, integragdo com o 0sso,
aceleracao da cicatrizagao e do reparo 6sseo.

Para a melhor eficiéncia na utilizagao do latex e de seus componentes, se faz
relevante a avaliagdo fisico-quimica do mesmo por meio das técnicas de Potencial
Zeta, de Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS), Cromatografia Liquida em Gel de

separagao (CGF) e Quantificagdo Proteica de F1. O Potencial Zeta é “a medida do
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potencial elétrico entre a superficie externa da camada compacta e o meio liquido no
qual se desenvolve”, interferindo na estabilidade da molécula por medir a atragao ou
repulsdo entre as cargas das particulas (PECORA, 2000). Ja a determinagcdo do
tamanho e da distribuigdo das particulas pela técnica de DLS leva em consideragao o
Movimento Browniano das moléculas em suspensao, com base na teoria da equacéao
de Stokes-Einstein (Figura 3). Quando uma fonte de luz, com frequéncia conhecida e
em um determinado angulo, € incidida sobre as particulas em movimento, a luz se
espalha com frequéncias diferentes, e assim, € possivel correlacionar o tamanho

dessas particulas com a mudanga na frequéncia de luz (PECORA, 2000).

Figura 3- Equacao de Stokes-Einstein.
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Fonte: ARIYAWIRIYANANA et al. (2013).

As particulas de borracha, com a adicdo da amoénia para estabilizacao,
diminuem seu tamanho e o valor do Potencial Zeta aumenta em mddulo, devido a
alteracao das propriedades do latex, possivelmente, pela interagdo entre as proteinas
na superficie, a hidrolise e a acao de inibicdo de alguns constituintes ndo borracha
(SILVA, 2017).

De acordo com Blackley (1997), o tamanho médio do latex, com base no DLS,
encontra-se entre 20 e 5.000 nm. Em pH basico (8-12), ha estabilidade do sistema
coloidal, apresentando valores negativos de Potencial Zeta, que variam entre -65 mV
e -50 mV. No trabalho de Ariyawiriyanan et al. (2013), o latex apresentou Potencial
Zeta entre -30 e +30 e didmetro médio na faixa de 440 — 805 nm. Silva et al. (2015)
observaram que todos os clones da borracha da seringueira Hevea brasiliensis
apresentaram valores negativos, variando entre -41,4 mV a -57,5mV, e tamanho
meédio, com maior contagem, no intervalo de 180,0 nm a 192,1 nm.

A cromatografia de gel filtragdo (CGF) é utilizada para purificagdo de proteinas,
e consiste na exclusao por tamanho molecular. A fase estacionaria € composta por
particulas esféricas distribuidas que conferem uma porosidade controlada a resina.
Conforme a porosidade, as moléculas da amostra se difundem e s&o separadas por

tamanho. A fase mével é um tampao aquoso (DINIZ, 2019) e o detector de UV é
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configurado no comprimento de onda a 280 nm (os anéis aromaticos de varios
aminoacidos das proteinas em solucdo absorvem a luz ultravioleta nesse
comprimento).

Mendonga (2004) utilizou a técnica de cromatografia de troca ibnica e Morais
et al. (2024), a cromatografia de troca anidnica fraca para separagado das fragbes
proteicas do soro do latex da seringueira Hevea brasiliensis e observaram o
aparecimento de trés fracdes, Fracdo 1 (FrHB1), Fracdo 2 (FrHB2) e Fracdo 3
(FrHB3). Contudo, ainda nao existem resultados ja publicados sobre a purificagao
apenas da fracdo F1. Assim como, ndo existem metodologias e resultados para
analise da quantidade de proteinas presentes em F1.

Dessa forma, o presente estudo objetivou caracterizar as propriedades fisico-
quimicas e padronizar metodologias e ensaios voltados a purificagdo e quantificagao
das proteinas da fragdo proteica F1 do latex, assim como estudar o emprego da
estimulacao elétrica e da fragdo proteica F1 do latex natural afim de acelerar e/ou
potencializar a proliferacdo e/ou diferenciacao osteogénica de CTMs da medula

ossea.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral caracterizar fisico-quimicamente a
fragao proteica (F1) do latex da seringueira Hevea brasiliensis e estudar a associacao
de F1 com a estimulagao elétrica na diferenciacdo osteogénica das células tronco da
medula Ossea de ratos Wistar e correlaciona-los como possiveis tratamentos

biotecnoldgicos na engenharia tecidual 6ssea.

2.2 Objetivos especificos
a) Caracterizar fisico-quimicamente a fragdo proteica F1 por técnicas de
Cromatografia Liquida de Gel Filtragcdo, Quantificagdo de Proteina,
Espalhamento de luz e Potencial Zeta;

b) Avaliar a toxicidade da fragéo proteica F1 em meio de cultura;
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c) Avaliar o estimulo osteogénico da fragédo proteica F1 em associagdo com a
corrente elétrica nas células tronco da medula 6ssea animal por meio da

avaliacao bioquimica, colorimétrica e de expressao génica.

3. METODOLOGIA

Para a execugao da parte pratica, o estudo contou com a colaboragao do
professor Dr. Ricardo Mendonga da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro de
Uberaba-MG, que doou gentilmente a fragao proteica F1 do LXHb, na forma liofilizada.

A metodologia deste trabalho baseou-se em duas vertentes: Parte A)
purificacao e caracterizagao fisico-quimica, por meio de técnicas de Cromatografia de
Gel Filtragdo (CGF), Quantificagdo de Proteina por Analisador Elemental, Potencial
Zeta, Espalhamento Dindmico de Luz (DLS); Parte B) analise bioldgica por viabilidade
celular, diferenciacdo osteogénica e expressao génica, conforme descrito no
fluxograma abaixo (Figura 4). A parte A foi realizada no Instituto de Estudos
Avancados do Mar (IEAMAR) e no laboratorio de Biomoléculas da Faculdade de
Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira - Campus de Registro-SP e a parte B no

laboratorio de Cultura Celular da Fundacdo Herminio Ometto de Araras-SP.

Figura 4- Fluxograma da metodologia utilizada no presente estudo.
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Fonte: elaborado pela Autora.
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3.1 Parte A: Purificagao e Caracterizagao fisico-quimica da fragao F1
3.1.1 Obtencao do soro

De acordo com Mendonga (2004), o latex natural extraido da seringueira Hevea
brasiliensis pelo processo de incisdo em espiral foi cedido pelo Instituto de Ciéncias e
tecnologias da UNESP de Presidente Prudente — SP, contendo 5% de amoénia (1
mol.L-") como estabilizante. O soro foi obtido da diluigdo com &cido acético a 5%, na
proporgao de 1:2 (v/v). A solugao foi agitada cuidadosamente com um bastao de vidro
até a completa coagulagdo espontadnea da borracha. A solugao ficou em repouso
absoluto por 30 minutos, para que o processo de retragdo do coagulo se iniciasse. O
soro total de aspecto limpido e amarelado foi decantado.

O restante do soro foi obtido apds a compressao mecanica do coagulo. Deste
material, retiraram-se aliquotas para realizacdo dos testes de atividade biolégica. O
pH do soro foi elevado para pH 9 com NH4OH 1 mol.L-!, determinando-se a quantidade
de base utilizada para calculo aproximado da forga iGnica final, essencial para
reprodutibilidade nos procedimentos cromatograficos. Devido a precipitacdo de
proteinas durante o processo de ajuste do valor de pH o soro precisou ser filtrado em

filtros de poro 1 um (Millipore).

3.1.2 Obtencéao da fragcado F1 por Cromatografia em DEAE-Sepharose

De acordo com Mendonga (2004), para a separagao das fragées do soro,
utilizou-se a técnica de cromatografia de troca iénica. Foi utilizada uma coluna de vidro
(20 cm x 2,2 cm) preenchida com matriz DEAE-Sepharose (Sigma-Aldrich),
equilibrada com tampao bicarbonato de aménio 0,01 mol.L™" (pH 7,8). Uma aliquota
do soro foi descongelada e aplicada na coluna em uma camara fria com temperatura
de 8°C. Em seguida, foi realizada a eluigdo com tampao bicarbonato de aménio 0,01
mol.L-" em gradiente crescente de concentragdo de NaCl (0 mol.L-"; 0,25 mol.L-*; 0,5
mol.L"; 1,5 mol.L-! de NaCl).

Foi empregado um fluxo de 1mL.min"! e o eluato coletado em tubos de ensaio
através de um coletor (Gilson®), monitorado por um espectrofotémetro Micronal® no
comprimento de onda de 280 nm. O material identificado de acordo com seu perfil
cromatografico foi separado em trés fragdes, Fracado 1 (FrHB1), Fracao 2 (FrHB2) e

Fracdo 3 (FrHB3), correspondentes ao pico |, pico Il e pico lll da Figura 2,
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respectivamente, e em seguida cada fragdo foi submetida a didlise contra agua

destilada, liofilizadas e armazenadas a -80°C.

3.1.3 Cromatografia de Gel Filtracdo (CGF)

Para a separacido das proteinas presentes na fracdo proteica F1 do LXHb,
empregou-se a técnica de cromatografia liquida por exclusdo de tamanho em gel de
filtracdo. Foi utilizada uma coluna de vidro do tipo Superdex 200 10/300 (30 cm x 10
mm) em cromatografo liquido AKTA Plus (General Electric), equilibrada com tampao
Tris-HCI 0,1 mol.L" (pH 7,4). Uma aliquota de 100 uL da fragdo F1 a 10% (p/v), diluida
em tamp3ao Tris-HCI 0,1 mol.L-" pH 7,4 (100 mg.mL-") foi aplicada no cromatdgrafo por
meio de um loop de 100 yL, acoplado a um filtro de poro 0,22 um (Millipore).

Foi empregado um fluxo de 0,5 mL.min"" e o eluato foi coletado em tubos de
ensaio através de um coletor (Gilson®), monitorado por um espectrofotdmetro
Micronal® com comprimento de onda de 280 nm. O material foi identificado de acordo
com seu perfil cromatografico e centrifugado a 13.000 rpm por 10 min em centrifuga
refrigerada, para obtencdo de um concentrado de amostra. Em seguida, foi

armazenado sob congelamento a -20°C para posteriores avaliacoes.

3.1.4 Quantificagao de proteina por Analisador elementar CNS

A quantificacdo proteica da fragdo F1 foi realizada por meio do Analisador
elementar CNS, 928 (LECO) disponivel no parque tecnolodgico do Instituto de Estudos
Avangados do Mar - IEAMar, Pdlo de Registro, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”. Para a determinacdo da quantidade de nitrogénio presente na
fracdo F1, foi analisado 92,75 mg da amostra, pesada em barcas de ceramica. O
equipamento foi acionado pelo software, onde se padronizaram as vazdes dos gases
de combustdo e de arraste, O2 (0,1 — 0,5 L/analise) e He (500/1000 L.min"),
respectivamente. A temperatura de trabalho foi de 1350°C.

O padrao utilizado como referéncia para a calibragado (standard), com % de
nitrogénio mais préximo do esperado para a amostra de latex foi o SOIL LCRM- PART
n® 502-697 (Carbono 3,05 £ 0,03%, nitrogénio 0,251 + 0,00% e enxofre 0,0037 *
0,006%). Realizou-se uma curva de padronizagdo com concentragdes crescentes e em
triplicata do padrao (50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg e 250 mg). E, posteriormente, a

leitura de duas amostras do padrdo, em massa aproximada (100,01 e 100,13 mg) da



34

quantidade real disponivel de amostra de latex para realizagao do Drift (instabilidade)
antes da leitura efetiva da amostra.

As colunas de detecg¢ao foram montadas em funcéo da modalidade selecionada,
dentro da capacidade do equipamento e do gas resultante da combustdo e, assim,
coletou-se uma aliquota de 3 mm para analise de amostra e calibragao.

A deteccgdo dos gases, por um detector de condutividade térmica, foi realizada
na respectiva ordem: N2, CO2 e SO2. Os resultados das analises foram calculados pelo
préprio software e apresentados em %massa. Foi utilizado o fator de conversao de
proteina (protein factor) de 6,25 em relagao ao teor de N presente na amostra, conforme
descrito pelo método de Kjeldahl (LOCATELLI, 2018). O resultado foi exportado em

forma de grafico pelo préprio software do equipamento.

3.1.5 Determinacao do Potencial Zeta e do Espalhamento Dinédmico de Luz
(DLS)

Para a determinacédo do Potencial Zeta e do Espalhamento Dindmino de Luz
(DLS) da fragao proteica F1 liofilizada foi utilizado o software Zetasizer Advance Pro,
Malvern S4700 versdao 1.27 (ARIYAWIRIYANANA et al, 2013). Todas as
determinagdes foram realizadas apos 10 leituras de cada amostra e a construgao dos
graficos pelo programa OriginPro 8.5 (EUA).

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e nas seguintes condic¢des:
(1) diferentes concentracdes da fracédo F1 (1%; 0,1% e 0,01%) em tampé&o PBS pH
7,4 a0, 24 e 48h apo6s o preparo da amostra; (2) F1 a 0,01%, em tampao PBS pH 7 4,
com adigdo crescente de NaCl (0 a 50 mmol.L™" de NaCl); (3) F1 a 0,01% diluido em
tampé&o acetato-fosfato-borato 30 mmol.L' em diferentes valores de pH (na faixa de
pH 3 a 10). Nas condicbes 2 e 3 as amostras foram analisadas logo apés o preparo
das diluicdes. Para as leituras de DLS e Potencial Zeta, todas as amostras foram
filtradas em filtros com poros de 0,2 pm.

As determinacdes de DLS foram realizadas por intensidade, numero e volume
de particulas espalhadoras.

As andlises de F1 a 0,01% (0,1 mg.mL™"), em pH 7,4 (tamp&o fosfato-salino),
também foram realizadas com adicdo de cloreto de sédio (NaCl) com gradiente
descontinuo e crescente (0 mmol; 5 mmol; 10 mmol; 20 mmol; 30 mmol e 50 mmol.L

1), apos preparo do estoque de NaCl a 0,5 mol.L". Para as analises de diluicdo a
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0,01% em diferentes pH, utilizou-se tampdes a 3; 5; 7.4; 8; 9 e 10, todas as leituras
foram feitas em seguida as diluigbes (t = Oh).

Foram analisados os coeficientes de difusdo para cada concentracao de F1 de
acordo com a relagao Stokes-Einstein (Equagao 1), na qual o diametro hidrodindmico
das particulas apresenta-se como uma grandeza inversamente proporcional ao
coeficiente de difusao.

kT

i)

d, =
3znD

(1)

Onde, k s € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, n € a viscosidade do solvente, d &
o didmetro hidrodinamico calculado das nanoparticulas e D é o coeficiente de difusao.

3.2 Parte B: Analise biolégica
3.2.1 Cultura Celular

Para o desenvolvimento deste trabalho, todos os procedimentos foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica n° 014/2022 e conduzidos em ambiente
estéril (fluxo laminar), assim como os materiais utilizados. As células estromais
mesenquimais multipotentes (CTMs) derivadas da medula éssea de ratos Wistar (com
aproximadamente 90 dias) foram extraidas do fémur. Os animais foram eutanasiados
por meio de anestesia com Cloridrato de Ketamina 10% (60 mg.kg™' peso), Cloridrato
de Xilazina 2% (20 mg.kg™' peso) até anestesia profunda, seguido de deslocamento
cervical. O fémur foi extraido, eliminando-se todo musculo e tecido conjuntivo
associados, e transferido para um tubo cénico de 50 mL contendo 15 mL de meio de
transporte. Os fémures dos tubos conicos foram transferidos para um novo tubo com
etanol a 70%, onde permaneceram por 5 minutos.

A uma seringa de 20 mL com meio de cultura Alpha MEM 10% foi anexada uma
agulha 21G. O fémur foi segurado com uma pinga para a realizagdo do corte das
epifises com uma tesoura estéril. Por meio da técnica de flushing, a agulha da seringa
foi inserida na diafise e toda a medula 6ssea foi lavada (com o meio Alpha MEM 10%)
em um novo tubo cénico de 15 mL. O tubo foi centrifugado por 10 min a 1.300 rpm, o

sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio Alpha MEM 10%
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(suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 1% L-glutamina e 1% de
antibiético- antifungico).

Toda suspensao celular foi transferida para uma garrafa de cultura de 75 cm?
com 9 mL de meio a-MEM 10% e mantidas na estufa em uma atmosfera umidificada
contendo 5% de COz e 95% de ar a 37 °C. O meio de cultura foi trocado duas vezes
por semana e as passagens ou subcultivos foram realizados quando a cultura atingiu
80% de confluéncia. As células foram empregadas na experimentagdo em 42, 5% ou

62 passagens.

3.2.2 Caracterizacao das CTMs

Para avaliacdo da multipoténcia das CTMs da medula dssea, induziu-se, in
vitro, por 14 dias, a diferenciagdo em adipdcitos e osteoblastos. As CTMs (1x10*
células) foram distribuidas nas placas de cultura de tecido contendo 24 pogos, em trés
grupos experimentais: cultivadas em meio osteogénico, meio adipogénico e meio
basal.

Nos pocgos destinados a diferenciagdo em adipdcitos, adicionou-se o meio
indutor de adipogénese (meio a-MEM com 10% SFB, 1 uM de dexametasona, 10
pug/mL de insulina, 100 uM de indometacina, 1% de glutamina e 1% de antibidtico).
Nos pogos destinados a diferenciagdo osteogénica, adicionou-se o meio indutor de
osteogénese (meio a-MEM suplementado com 7,5% de SBF, 0,1 uM de
dexametasona, 200 yM de acido ascoérbico, 10 mM de [B-glicerolfosfato, 1% de
glutamina e 1% de antibi6tico), como previamente descrito por CAETANO et al., 2018.
Alguns pogos foram cultivados em meio basal para controle (meio a-MEM
suplementado com 7,5% de SBF, 1% de glutamina, 1% de antibidtico).

As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37°C e os meios de
cultura foram trocados 3 vezes por semana. Apés 14 dias do inicio do processo de
diferenciagao in vitro, todos os pocos de cultura foram lavados com tampao fosfato-
salino (PBS). Os pogos com diferenciacdo adipogénica foram lavados também com
etanol a 70%.

Os pogos destinados a diferenciagdo adipogénica foram corados com Sudan
IV 2% e os pocgos de diferenciacdo osteogénica; com o Vermelho de Alizarina (ARS)
0,2%, baseando-se na coloragao do calcio durante o processo de mineralizagéo (POH
et al., 2016). Em microscopia invertida, foram adquiridas imagens, no intuito de

visualizar os processos de diferenciacao.
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3.2.3 Plagueamentos das CTMs

Cerca de 1x10* células foram suspensas em 500 uL de meio de cultura a-MEM
suplementado com 10% de SBF, 1% L-glutamina e 1% de antibiético- antifungico e
semeados em cada poco da placa de cultura de 24 pocos. As placas foram mantidas

em estufa com 5% de CO, a 37 °C. Apds 24 horas de adesao celular, o meio de cultura

foi substituido por 1 mL de meio a-MEM 7,5% ou meio osteogénico, de acordo com o

ensaio proposto.

3.2.4 Aplicacao da fragao proteica F1

A fragdo proteica F1 foi ressolubilizada em tampao PBS, em pH 7,4 nas
seguintes concentracgdes:
v 1% (10 mg.mL" de F1)
v 0,1% (1 mg.mL"' de F1)
v' 0,01% (0,1 mg.mL"" de F1)
Apods 24 horas do plagueamento das CTMs e adeséo celular, foi adicionado 10
ML de cada solugdo de F1 mencionada acima em cada poco de cultura, contendo 1
mL de meio, para o cultivo nas concentracgdes finais da fracdo F1 de:
v' 0,01% (100 ug.mL' de F1)
v 0,001% (10 pug.mL" de F1)
v 0,0001% (1 ug.mL"' de F1)

3.2.5 Aplicagao da Estimulagao Elétrica

A aplicacéo da estimulagao elétrica (ES) foi realizada nas culturas de células de
CTMs de forma direta e continua, utilizando um equipamento transcutaneo de baixa
intensidade (Physiotonus Microcurrent, BIOSET®, Industria de Tecnologia Eletronica
Ltda., Rio Claro, SP, Brasil), (Figura 5).

ApoOs as 24 horas de adesao celular, os pocos das placas foram divididos
e nomeados de acordo com os periodos e intensidades de aplicacdo da ES, a saber:
aplicagdes 2 vezes por semana durante 60s, 150s e 300s; na intensidade de 10 pA.

Dois eletrodos de metal, acoplados ao equipamento, foram previamente
imersos em etanol a 70% por 10 minutos, secos com gaze estéril e submersos no pogo
com meio de cultura, sem atingir o fundo, onde as células estavam aderidas. O meio

de cultura foi trocado a cada 3 dias.
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Figura 5- Aplicacao da estimulagéo elétrica nos pogos da placa de cultura.

Fonte: prépria.

3.2.6 Analise de viabilidade celular - método MTT

A analise da viabilidade celular das CTMs foi determinada pelo ensaio
colorimétrico MTT (Sigma-Aldrich). As células metabolicamente ativas foram capazes
de reduzir o composto quimico 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo de
tetrazodlio (amarelo e soluvel em agua) em cristais roxos de formazan (insoluvel em
agua), soluvel em dimetilsulféxido (DMSO).

Em placas de cultura com 24 pocgos, as CTMs foram cultivadas e suspensas
em 500 pL de meio de cultura a-MEM 10% e incubadas na estufa com 5% de CO2z a
37 °C. Apos 24 horas de adesao celular, o meio foi retirado dos pogos e substituido
por meio basal a-MEM 7,5% (suplementado com 7.5% de SBF, 1% L-glutamina e 1%
de antibidtico- antifungico). Foram preparados 5 grupos para cada uma das trés
concentragbes da fragao F1: i. F1 associado a ES por 60s; ii. F1 associado a ES por
150s; iii. F1 associado a ES por 300s; iv. apenas F1; v. controle (sem F1 e sem ES).

Todos os grupos experimentais foram realizados em ftriplicata. Durante os 7
dias de experimentacido, o meio de cultura foi trocado e suplementado por 3 vezes e
a estimulacao realizada 2 vezes.

Ao término desses dias, todo meio de cultura foi removido dos pogos da placa,
lavados com tampao PBS e suplementados com 300 pL de solugado estoque de MTT
(5 mg.mL"" em PBS). As placas foram incubadas por 2 horas, em auséncia de luz.
Apds a incubacgao, retirou-se a solugdo de MTT e foi adicionado 300 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) para que os cristais se dissolvessem. A densidade otica foi
obtida utilizando leitor de ELISA Biotek em comprimento de onda a 540 nm. A

quantidade de células viaveis foi proporcional ao valor de absorbancia. Os resultados
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foram obtidos considerando células do grupo controle (sem ES e sem F1) como 100%

de viabilidade.

3.2.7 Diferenciagao osteogénica das CTMs

A diferenciagdo osteogénica das CTMs foi determinada pela mineralizagao
promovida pelo calcio, por meio do método colorimétrico (corante vermelho de
alizarina — ARS 0,2%).

Apos adesdo celular em placas de cultura de 24 pocos, as CTMs foram
cultivadas em 1 mL, por pogo, de meio de cultura indutor de osteogénese (meio a-
MEM suplementado com 7,5% de SBF, 0.1 uM de dexametasona, 200 yM de acido
ascorbico, 10 mM de [B- (dlicerolfosfato, 1% de glutamina e 1% de
penicilina/estreptomicina), como previamente descrito (CAETANO et al., 2018).

Os grupos experimentais foram semelhantes aos descritos no ensaio de
viabilidade (item 2.7) e realizados em triplicata. As placas foram mantidas em estufa
com 5% de COz a 37 °C. A cada semana, o meio de cultura foi trocado e suplementado
por 3 vezes e a estimulagao realizada duas vezes.

Apos os 14 dias de ensaio, o meio foi descartado e os pocos lavados,
cuidadosamente 3 vezes com PBS pH 7,4 e, entdo, corados com ARS 0,2% por 20
minutos a temperatura ambiente. O corante foi retirado e os pocgos lavados com PBS
2 vezes. Em microscopia invertida, foram adquiridas imagens, no intuito de visualizar
0 processo de mineralizagao por calcio.

Posteriormente, foi adicionado 300 uL de acido acético a 10% e a densidade
otica foi obtida utilizando leitor de ELISA Biotek em comprimento de onda a 450 nm. A
quantidade de mineralizacao foi proporcional ao valor de absorbancia. Os resultados
foram obtidos considerando células do grupo controle (sem ES e sem F1) como 100%
de diferenciagdo osteogénica.

Também foram realizados ensaios de diferenciacdo osteogénica apenas com
aplicacao da estimulacao elétrica (i. aplicacdo de ES por 60s; ii. aplicacao de ES por
150s; iii. aplicagao de ES por 300s; iv. sem aplicacdo de ES - controle) e apenas com o
emprego da fragédo proteica F1 (i. F1 a 0,01%; ii. F1 a 0,001%; iii. F1 a 0,0001%; iv.

sem F1 — controle).
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3.2.8 Expressao génica

Foram investigados os genes relacionados a osteogénese pela técnica de RT-
PCR em tempo real (Tabela 1). As amostras de CTMs cultivadas foram coletadas pelo
processo de tripsinizacdo e o isolamento do RNA foi realizado com o reagente
TRIzol™ (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. A
concentracdo das amostras de RNA e sua qualidade foram mensuradas em
espectrofotdmetro, levando em consideracao as razées A260/280 e A260/230.

O cDNA foi sintetizado a partir de 100 ng de RNA total com o kit High Capacity
(Thermo Fisher Scientific) seguindo as instru¢gdes do fabricante e utilizado como
amostra em uma reagao de 10 pyL contendo agua nuclease free. Os valores foram
normalizados com o gene enddgeno Eif2b1. Os resultados foram calculados pelo

método de 28ACT,

Tabela 1 - Ensaios TagMan utilizados na técnica RT-qPCR.

Genes Funcodes

Runx2 Diferenciagdo de CTMs em osteoblastos imaturos

Bmp2 Auxilia na formagao dssea e mineralizacao
Alp Mineralizac&o

Col1a1 Confere resisténcia e elasticidade

C Promove a expressao de genes relacionados a
amk2

osteoclastogénese
Ltype Promove o influxo de Ca?*

Fonte: elaborada pela Autora.

3.2.9 Analise Estatistica

Para as avaliagdes de viabilidade e diferenciagao celular foram considerados 3
pocos da placa de cultura para cada grupo experimental. Cada ensaio foi realizado
em triplicata. Posteriormente, para uma melhor andlise dos resultados, foi utilizado o
teste de andlise de varidncia One-way ANOVA com poés-teste de Tukey e Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn para determinacao das diferengas existentes entre os
grupos experimentais. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significantes quando o valor de p foi menor que 5% (p<0.05). Os testes estatisticos,
bem como a construgéo dos graficos, foram realizados pelo programa GraphpadPrism
8.0 (EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
Parte A
4.1 Purificagao e Caracterizagao fisico-quimica da fragao F1

A seguir serdao apresentados e discutidos os resultados obtidos na
caracterizagao da fragcao proteica F1 do LXHb através das analises de Cromatografia
de Gel Filtragdo, Quantificagdo proteica, Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e
Potencial Zeta. Como mencionado anteriormente, o intuito deste trabalho foi avaliar a
pureza da fragdo F1 do LXHb, definir o teor proteico de F1 e avaliar a estabilidade do
tamanho das particulas, bem como, as cargas de superficie da fragdo, com a presenca

do cloreto de sédio (NaCl) e com a variagao do pH.

4.1.1 Cromatografia de Gel Filtragdo (CGF)

Com o intuito de melhor caracterizar a fracdo proteica F1 do LXHDb, realizou-se
a cromatografia de Gel Filtracdo, afim de se observar as proteinas presentes,
mediante separagao por exclusao de tamanho. Na Figura 6, € possivel constatar que
a fracado proteica ndo se comporta como uma substancia pura, principalmente, por
apresentar diferentes picos, alargados e com valores de absorbancia variares,
reafirmando que esta fracdo F1 do LXHb é uma biomolécula instavel, formada por
particulas de tamanhos distintos. E possivel observar, principalmente, a presenca de
dois picos de absorbancia, indicados na figura abaixo por setas, que correspondem a
duas populacbdes de particulas proteicas.

Considerando que essa técnica permite a separagao das moléculas pelo
tamanho e que as maiores biomoléculas eluem da coluna de gel em maior velocidade,
bem como, aplicando a equagédo de Lambert-Beer (Equagao 2), onde a aborbancia
€ diretamente proporcional a concentragao do analito, compreende-se que a primeira
populagao, indicada pela seta vermelha, apresenta tamanho de particula maior, porém
absorbancia e concentragdo menores. Ja a seta verde indica a populagao de proteina
com menor tamanho, mas absorbancia e concentragdo maiores, confirmando o
resultado de maior contribuigdo (%) dessas particulas na analise por espalhamento

de luz.
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A=EbC

(2)

Onde, A é a absorbancia, € é o coeficiente de absortividade molar, b € o caminho 6tico e C é a
concentracao do analito.

Figura 6 — Cromatograma da purificagdo da fragéo proteica F1 do latex 100 mg.mL™" obtido em colula
de gel de filtragdo superdex 200PG, em tamp3&o Tris-HCI 0,1 mol.L"' pH 7,4 a 25°C acoplada ao
cromatografo liquido AKTA Pure (General Electric).

25 &

Absorbéincia (mAU)

0 10 20 30 40 50
mL

Fonte: elaborada pela Autora.

Estas fracbes foram coletadas e posteriormente serdo analisadas por
eletroforese  monodimensional e espectrometria de massas, com o intuito de

avaliarmos as purezas e as massas molares destas biomoléculas.

4.1.2 Quantificagao de proteina por Analisador elementar CNS (C-CNS) - Leco
928

Por meio dos resultados processados pelo software do Analisador elementar
CNS-928, os quais estdo apresentados na Figura 7, foi possivel constatar que a
fragao proteica F1 é constituida, em massa, por 1,633% de nitrogénio, sendo assim,
10,2% de proteina, baseado no fator de conversao 6,25 (LOCATELLI, 2018). Por meio
dessa porcentagem, é possivel observar que a quantidade de proteina nao € tao
expressiva, ndo configurando essa fragdo como totalmente ou em grande parte

proteica. Sendo assim, é possivel compreender que a terminologia desse composto
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angiogénico como fragao proteica tem como foco a sua agao biolégica, ja comprovada
por diferentes estudos (MENDONCA, 2004) e por esse trabalho, ndo se referindo,
entdo, a sua composi¢cao quimica.

Segundo Duan et al. (2006), o latex € rico em diferentes compostos, como sais
minerais, lipidios, hidratos de carbono, sistemas de membranas complexas e as
proteinas. Os resultados de quantificagao ja comprovados na literatura referem-se a
quantificagao proteica do latex total e do soro que, segundo Agostini (2009),
correspondem a 1,8% e 48%, respectivamente.

Os dados da fracdo proteica corroboram com resultados encontrados em
experimentos similares da albumina sérica bovina (BSA) da Sigma-Aldrich 298,0% de
pureza. Ao realizar a analise por meio do software CNS, constatou-se o teor de massa
de 99,6% da BSA.
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Figura 7- Resultado da quantificagédo proteica por %/massa de nitrogénio na amostra da fragéo F1,
gerado pelo software do Analisador elementar CNS (C-CNS) - Leco 928.

Overview

* PMame: Latex (R3) * Mitrogen Average: 1633 %
* Mitrogen Lower Control Limit: (ot a standard) = Mitrogen Upper Control Limit: (not a standard)
» Mitrogen Certified (£): (not a standard) * Protein Factor: 6.25
* Protein Average: 102 % * Fumace Temperature: 1350 “C
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Standar [=4] Area Area on
d Equation
LLatex 008375 1633 % 0151 % (nota [mota 0.001458 0043012 y=1.0056
(R3) g standard)  standard) 03x-0.00
Do0o
* Plitrogen Sud. Dev.: 0% * Mitrogen %RSD: 0
* Mitrogen Check Standard: = Mitrogen Certified: (not a standard)
= Method: SOLOAIEAMAR * Protein Std. Dev.
* Date: 12192023 * Type: Samphe
Nitrogen Mitrogen MNitrogen Nitrogen Method — Protein Doser Repetitio Date Type
Peak Raw Drift Is Tempera n
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d
0.00443F 02880 1.044877  Not SOLMIE 102 % 45.0°C 1 1211920 Sample
Saturate  AMAR 23
d
Set Plots
r ™y
1.633
Mitrogen Curve %)
o 10 2 30 40 50 60 70 B0 80 100 10 13
([ 1.633 )
Mitrogen Sc:n:ter (%)
\o 10 20 30 i 50 ] 70 80 B0 100 10 13

Fonte: Software do Analisador elementar CNS (C—CNS) - Leco 928 (2023).
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4.1.3 Espalhamento Dinamico de Luz e Potencial Zeta em diferentes

concentracdes de F1 analisadas em funcdo do tempo apds a diluicao

As distribuicbes de tamanho por intensidade, numero e volume de particulas
espalhadoras da fragdo proteica F1 do LXHb em pH 7,4 s&o apresentadas na Figura
8. Na Tabela 2, sdo apresentados estes dados de forma sumarizada. Nota-se que
particulas/agregados = 100 nm dominam o sinal por intensidade em todas as amostras
analisadas, de modo que a distribuicdo por intensidade e volume da particula indicam
majoritariamente o estado de aglomeragdo/agregagdao das particulas de latex
(MENENDEZ-MANJON; BARCIKOWSKI, 2011; SILVA, 2017). Todavia, ao analisar
os resultados de DLS por distribuicio de numero, percebe-se que tais
particulas/aglomeradas estdo presentes em menor quantidade, indicando que a
maioria das particulas apresentam didametros < 100 nm. Para os ensaios a Oh apds
diluicdo, os resultados por intensidade apresentaram populagdes com maior
contribuicdo em 123,2 nm (98,4%) para F1 a 1%; 164,2 nm (79,8%) para F1a 0,1% e
336,0 nm (78,5%) para F1 a 0,01%. Condizendo com os resultados de Silva (2017) —
20 a 5000 nm - e de Ariyawiriyanan et al. (2013) — 440 a 805 nm, indicando que a
diminuigao da concentragao de F1 promove o aumento do didametro das particulas.

O indice de polidispersédo fornece informag¢des sobre a homogeneidade de
distribuicdo dos tamanhos e esta relacionado com o movimento browniano das
particulas solubilizadas (PECORO, 2000). Os valores de polidispersao variaram entre
as concentracodes, corroborando com a afirmagao de Thepchalerm et al. (2014) de que
o latex é um sistema polidisperso. Os resultados demostraram que F1 a 1%
apresentou polidispersdo menor em todos os tempos de analise, 0 que sugere um
sistema mais homogéneo aumentando-se a concentragao de latex.

Desta forma, os resultados descritos acima corroboram com os resultados do
indice de polidispersao (PDI). Ao analisar as amostras recém diluidas (0 h) em tampéao
PBS pH 7,4 em fung&o da concentragédo observa-se que amostras mais concentradas
apresentam uma menor polidersdo quando comparada com as de menores
concentragbes (0,31; 0,42; 0,54 para a concentragcbes de 1; 0,1 e 0,01 %
respectivamente). Vale salientar que o mesmo comportamento € observado para as
amostras que foram analisadas apds 24 e 48 horas pds preparo. Sugerindo que as

amostras apresentam uma certa estabilidade em fungdo do tempo.
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Figura 8 - Distribuicdo do tamanho de particulas por intensidade (A; D; G), numero (B; E; H) e volume
(C; F; 1) da frag&o proteica F1 do LXHb nas concentragées de 1% (10 mg.mL™); 0,1% (1 mg.mL™);
0,01% (0,1 mg.mL"") nos tempos Oh (A; B; C); 24h (D; E; F) e 48h (G; H; 1) ap6s diluigdo em tamp&o
fosfato-salino (pH 7,4).
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Tabela 2 - Tamanho da particula espalhadora (nm), representatividade de espalhamento no sistema
(%), coeficiente de difusdo e indice de polidisperséo da fragédo F1 do LXHb obtidas por DLS nas
concentracdes de 1%; 0,1% e 0,01% em funcéo do tempo de diluicdo em pH 7,4. Os valores
indicados foram divididos por analise de intensidade, numero e volume de particulas espalhadoras de
luz, considerando os trés tempos de diluicdes diferentes.

Tempo F1 Intensidade Numero Volume Coeﬁm?nte '“qice de_
Difusao polidispersao
(h) (%) (nm) % (nm) (%) (nm) (%) (Hm"2/s) (FDI)
1% 1232 98,4 63,7 100,0 92,3 99,4 4,42 0,31
52270 2,1 5309,0 0,8
Oh 01% 1642 79,8 73,7 100,0 1328 714 267 0,42
1187,0 22,7 1221,0 33,0
0.01% 336,0 785 46,3 100,0 2579 438 200 0.54
33690 16,0 15160 33,9
1% 1235 97,6 54,5 100,0 852 993 469 0.30
4962,0 32 5009,0 0,9
118,7 751 60,0 100,0 86,8 89 4
o, H H 1 ' H 1
24n 0.1% 1080,0 23,2 1122,0 10,0 2,96 0.41
3422 82,6 855 100,0 58,4 56,6
o ' ' \ ' ' '
0.01% 64,2 16,8 3529 431 176 0,61
1% 1225 99 2 58,9 100,0 88,8 99,7 4,97 0.26
5006,0 1596,0 51340 05
48h 01% 118,3 58,6 89,6 100,0 1063 70,2 188 0,46
396,7 39,8 4198 291
7996 70,1 557,9 100,0 850,5 657
0, 1 ' 1 ' 1 ' brd
001% 960 284 873 336 0,52 0.70

Fonte: elaborado pela Autora.

Analisando os resultados obtidos do tamanho das particulas (didmetro
hidrodinamica), dos valores de indice de polidisperséo (PDI) e coeficiente de difusdo
(um?/s) (Tabela 2) observa-se que todas as concentragdes de fragdo F1 analisadas
por intensidade e volume apresentaram uma distribuicdo bimodal para tamanho das
particulas, assim como descrito por Silva (2017). Por numero, todas as concentragbes
obtiveram wuma distribuicdo unimodal. Os diametros efetivos encontrados
apresentaram-se na faixa de 30 a 5500 nm, muito préximos aos descritos na literatura
por Blackley (1997) de 20 a 5000 nm.

O tempo de analise, apods diluicdo, ndo interferiu de forma significativa na média
dos valores de PDI e de difusdo para nenhuma das concentragdes. Todos os valores

de Potencial Zeta foram nulos, sugerindo que o ponto isoelétrico da fragcao proteica F1
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esta por volta de pH 7,4, o que de certa forma favorece a agregacao/aglomeragao das
particulas nestas condicoes.

Pela Tabela 2, também é possivel observar que, ao se diminuir a concentragao
de F1, o didmetro das particulas aumenta e os valores de coeficiente de difusao
diminuem, corroborando com a correlagdo dessas grandezas demonstrada pela

relacdo Stokes-Einstein (Equagao 1).

4.1.4 DLS e Potencial Zeta para F1 0,01% em presencga de NaCl

De acordo com os resultados descritos na Tabela 3 e apresentados na Figura
9, é possivel observar que ndo houve alteracdo na distribuicdo bimodal por
intensidade e volume, assim como na unimodal por analise de numero de particulas.
Os didametros hidrodindmicos analisados por intensidade e volume nao apresentaram
alteragao, permanecendo em uma faixa de 30 a 5500 nm. Na analise por numero, que
corresponde a grande maioria das particulas presentes em solugédo, na faixa de
concentragédo de NaCl de 0 a 20 mmol.L™, as particulas apresentaram Dn < 100 nm.
Acima de 30 mmol.L-', na andlise por nimero de particulas espalhadoras, observa-se
uma grande contribuicdo de particulas maiores, apesar de nao ser observado um
aumento significativo dos valores de PDI.

Os valores de Potencial Zeta analisados para as amostras da fracdo proteica
F1 do LXHb a 0,01 % na presenca de diferentes concentragbes de NaCl nao
apresentou alteragao, permanecendo nulo. Sugerindo que, nas condi¢des analisadas,

a agregacao entre as particulas é favorecida.
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Figura 9 - Distribuicdo do tamanho de particulas por intensidade (A), numero (B) e volume (C) da
fragao proteica F1 do LXHb a 0,01% (0,1 mg.mL") em presenca de cloreto de sddio (NaCl) a 0; 10;
20; 30 e 50mmol.L", em tampéo fosfato-salino (pH 7,4).
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Tabela 3 - Potencial Zeta e tamanho (nm), representatividade de espalhamento no sistema (%),
coeficiente de difuséo e indice de polidispersédo de populagdes obtidas por DLS para [F1] = 0,01% em
fungdo da concentragao de cloreto de sodio, em pH 7,4. Os valores indicados foram divididos por
analise de intensidade, numero e volume de particulas espalhadoras de luz, considerando as trés
medidas independentes.

F1 NaCl Intensidade Namero Volume Coeficiente indice de
Difusao polidispersao

(%) {mmol.L-1) (nm) % (nm) (%) (nm) (%) (um™2/s) (PDI)
Ommol.L-1 '22_4{1 94,7 441 1000 66,3 57,2 274 0,32

3973,0 51 884 4 23,8
S 2703 86,2 53,0 100,0 110,8 54,0 169 051

4031,0 13,2 9430 39,0
10mmol.L-1 '26_4,9 95,9 55,5 1000 81,9 51,9 2,76 0,45

4374,0 6,2 3875 38,6

0,01%

20mmol L1 2626 99,6 98,1 100,0 2366 9,2 258 0.28

45290 2.7 3221 60,0
30mmol.L-1 2688 a7.0 43,3 1000 57,5 56,3 2,79 0,41

34,2 13,8 2882 37,0
Sommol LA 2532 959 28,8 100,0 158,7 58,7 220 034

2457,0 49 9541 46,6

Fonte: elaborada pela Autora.

4.1.5 DLS e Potencial Zeta de F1 0,01% em diferentes valores de pH

A anadlise de DLS (Figura 10) para distribuicdo do tamanho das particulas foi
realizada com intuito de observar a influéncia do valor do pH no tamanho efetivo das

particulas de latex solubilizadas em tampdes com variagao de pH (3; 5; 7.4; 8; 9 e 10).
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Figura 10 - Distribuicdo do tamanho de particulas por intensidade (A), nimero (B) e volume (C) da
fragao proteica F1 do latex natural a 0,01% (0,1 mg.mL"") diluida em tampdes em diferentes valores

Intensidade (%)

de pH (3;5;7.4; 8;9¢e 10).
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Tabela 4 - Potencial Zeta e tamanho (nm), representatividade de espalhamento no sistema (%),
coeficiente de difuséo e indice de polidispersao de populagdes obtidas por DLS para [F1] = 0,01% em
fungdo do pH. Os valores indicados foram divididos por analise de intensidade, nimero e volume de
particulas espalhadoras de luz, considerando as trés medidas independentes.

£l oH Intensidade Nimero Volume Coe.ﬂa?nte \r_ld.|ce de~ Potencial
Difusdo polidispersdo Zeta
% (nm) % (nm) (%) (nm) (%) (um*2/s) (PDI) (mV)
2325 94,0 110,0 100,0 205,0 61,7
3 21770 8,0 586 565 1,85 0,43 10,02
5 324,5 94,2 34,1 100,0 521,0 55,0 237 0,40 476
4700,0 7,0 4558,0 28,5
7 405,9 78,5 56,1 100,0 495,8 43,8 2,00 0,54 0
5121,0 16,0 68,5 339
0,01%
4325 96,9 45,1 100,0 529,8 78,8 )
8 5012,0 4,7 5100,0 31,9 182 0.30 45,36
150,7 96,6 33,0 100,0 120,3 79,8
? 4850,0 8,0 5086,0 35,4 277 0.34 48,26
10 298,0 96,9 38,6 100,0 312,4 76,9 2,24 0,31 559
45,6 8,3 42,0 61,3

Fonte: elaborada pela Autora.

O diametro hidrodinamico da fragao proteica F1 do LXHb no pH 3,0 apresentou
um valor de PDI de 0,43 e na analise por distribuicdo de numero de particula
espalhadora o valor de Dnfoi de 110,0 nm, com Potencial Zeta de +10,02 mV. Acima
do pH 5,0 o tamanho da particula (na distribuicdo por numero de particula
espalhadora) foi na faixa de 30 a 56 nm, ja na analise por intensidade e volume o Dn
ficou na faixa de 150 a 5000 nm.

Na Tabela 4, é possivel observar que a variagao de pH alterou os valores de
Potencial Zeta. O aumento do valor de pH de 7,4 para 8, 9 e 10, favoreceu valores
negativos de Potencial Zeta, indicando grande estabilidade coloidal nessas condigdes
analisadas, uma vez que nessa faixa de pH 8-12, o latex apresenta-se na forma de
um sistema estavel, assim como descrito por Silva (2017). Os valores variaram,
aproximadamente, de -45 a -56 mV, proximos aos apresentados por Silva et al. (2015).
Em pH 3 e 5, afirma-se que o sistema € instavel.

O coeficiente de difusdo apresentou uma pequena diminuigdo em pH 8 e a
polidispersao foi menor na faixa de pH de 8 a 10, o que confirma a presenca de um

sistema coloidal estavel e, assim, menos polidisperso.



53

Parte B

4.2 Analise biolégica

4.2.1 Caracterizagao das CTMs

As CTMs foram submetidas a indugdo da diferenciacdo adipogénica e
osteogénica por 14 dias, por meio de resposta celular aos indutores de adipogénese
e osteogénese. Para controle do ensaio, algumas células foram cultivadas em meio
basal a-MEM 7,5%.

A Figura 11 apresenta imagens obtidas por microscopia invertida com aumento
final de 100x, apds coloragcédo das células. Na diferenciagado osteogénica, o corante
vermelho de alizarina (ARS 0,2%) cora o processo de mineralizagao por calcio,
enquanto o Sudan IV cora as goticulas de lipidios formadas dentro da célula apds a
diferenciagao adipogénica.

Por meio das imagens, é possivel observar que as células se diferenciaram
tanto em osteoblastos, quanto em adipdcitos, de forma expressiva, se comparadas ao
controle.

Figura 11 - Diferenciacao in vitro das células mesenquimais estromais derivadas da medula éssea

em osteoblastos (diferenciagdo osteogénica), em adipdcitos (diferenciacdo adipogénica) e grupo
controle (sem diferenciagéo) em microscopia com aumento final de 100x.

Diferenciacao Diferenciacéo Controle
osteogénica adipogénica sem diferenciagdo

Fonte: prépria.
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Os resultados de caracterizagdo descritos corroboram o potencial de
diferenciagado osteogénico das CTMs. O facil isolamento e a multipotencialidade
dessas células, como descrito por Li (2020), permitem a elaboragao desses ensaios
in vitro para o estudo das biomoléculas e dos bioativos considerados capazes de

promoverem a diferenciagao osteogénica (STEGEN et al., 2020).

4.2.2 Analise de viabilidade celular - método MTT

A avaliagao da viabilidade celular foi realizada pelo método MTT, onde as
células viaveis sao capazes de metabolizar o brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio e reduzi-lo a cristais de formazan. As células foram cultivadas por 7
dias em meio basal (a-MEM 7,5%). Para quantificagdo da viabilidade, solubilizou-se
os critais em DMSO para a leitura da densidade ética por espectrofotometria, a taxa
de viabilidade foi calculada considerando o grupo controle (sem ES e sem F1) com
100% de células viaveis (Figura 12).

Figura 12 - Avaliagado da citotoxicidade (MTT) das CTMs submetidas ao cultivo com a aplicagédo da
fracao proteica F1 em diferentes concentragdes e da estimulagao elétrica 2 vezes na semana nos
tempos de aplicacao de 60s, 150s e 300s, a 10 pA, ap6s 7 dias. (A) Aplicacédo de F1 a 0,01%. (B)

Aplicagao de F1 a 0,001%. (C) Aplicagédo de F1 a 0,0001%. Teste estatistico One-way ANOVA, pos-

teste Tukey e teste Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn, os resultados foram expressos como
média + erro padrao da média (os niveis de significancia foram estabelecidos em * p < 0,05).

F1 0,01% B F10,001% c F1 0,0001%
120 120 120+
5110- E110— '6110_ 1
3 100 =100 il = 100 L
@ 90 © 90 T 90
o 804 380— : 80
T 70 T 704 B 704
T 60 T 60 T 60
3 507 S 504 T 50
5 40 2 40 2 40+
% 30 o 30 o 30+
o 204 © 20+ ° 20+
< 104 = 10+ = 104
0- T T 0- T T 0- T
60s 150s 300s So F1 60s 150s 300s So F1 60s 150s 300s So F1
Tempo de aplicagao ES Tempo de aplicagdo ES Tempo de aplicagdo ES

Fonte: elaborada pela Autora.

ApoOs a caracterizagdo das CTMs, foi avaliada a viabilidade celular frente a
aplicacao da fracdo F1 e da estimulagao elétrica, isoladamente e em associagdo. Os
resultados demonstraram que, empregando a maior concentragao de F1 - 0,01%
(Figura 12A), todos os grupos experimentais apresentaram as menores taxas de
viabilidade celular, todas inferiores ao controle (100%). Nessa concentragédo, a

viabilidade maior (95%) foi do grupo apenas suplementado com a fragdo proteica.
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Quando associado F1 e ES, o menor tempo de aplicagado (60s) resultou no menor
numero de células viaveis (77%), se comparado as demais duragdes de ES.

Nas concentragdes de F1 a 0,001% e 0,0001% (Figura 12B e 12C), observa-
se similaridade no padrdo de resultados. Em ambas concentracbes, a aplicagéo
apenas da fracdo e a associagdo da mesma com ES por 60s e 150s apresentaram
taxas de viabilidade acima de 100%. Porém, a associacdo, nessas duas
concentracdes, elevou a taxa de viabilidade, quando comparado ao grupo nao
estimulado. O grupo com duragao de ES por 300s apresentou a menor taxa (0,001%
- 97,8% e 0,0001% - 95,7%), inferior ao controle.

N&o houve, no entanto, diferencgas significativas entre os grupos experimentais.
Assim, é possivel observar, em todos os grupos, que as trés concentragdes de fragao
proteica F1 (0,01%; 0,001% e 0,0001%) e os trés tempos de duragao da aplicagao de
ES (60s; 150s e 300s) apresentaram taxa de viabilidade acima de 70%, o que implica

em nao citotoxicidade in vitro as CTMs.

4.2.3 Diferenciagcédo osteogénica das CTMs

As CTMs foram cultivadas, por 14 dias, em meio osteogénico suplementado
com a fragéo proteica F1 do latex natural (0,01%; 0,001% e 0,0001%) e estimulado
pela microcorrente (60s; 150s e 300s). A diferenciagao osteogénica foi avaliada pela
mineralizagdo de calcio por meio do corante vermelho de alizarina (ARS 0,2%). A
Figura 13 descreve as taxas de mineralizagdo, apds leitura da densidade otica por
espectrofotometria a 450 nm, todos os valores foram calculados considerando o
controle (sem ES e sem F1) como sendo 100% de mineralizagao.

Observa-se que, para as trés concentragdes de F1, a associacdo com ES
apresentou o mesmo perfil de resultados: o aumento da duracdo de aplicacdo da
estimulacao resultou em menor mineralizagao, portanto, em menor diferenciacio
osteogénica. Os grupos suplementados com F1 a 0,01% (Figura 13A) néo
apresentaram diferenca estatistica significativa e a maior taxa de mineralizagao foi
apresentada pelo grupo n&o estimulado (106%).

Empregando a concentragao intermediaria (Figura 13B), é possivel observar
que nao houve taxas superiores ao controle em nenhum grupo experimental. Porém,
aplicando ES por 60s, houve um aumento de 10% na mineralizagdo se comparado a
ES por 300s. A suplementagao apenas com F1 resultou em diferenciagao superior a

apresentada pela associagao de F1 com ES 150s e 300s (p <0,05).
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Os grupos suplementados com F1 a 0,0001% (Figura 13C) apresentaram
taxas superiores a 100% em associacao a ES por 60s e 150s, com melhor resultado
no menor tempo de aplicagdo (116%). O aumento da duragado de ES para 300s,
diminui em 35% a taxa de mineralizagcdo, comparado a ES 60s, em 25% a ES 150s e
em 18% se comparado ao grupo nao estimulado (p <0,05). Visivelmente, por meio da
microscopia, também foi possivel observar essa mineralizagdo mais intensa pela
alizarina ao menor tempor de ES (Figura 14).

Em todos os grupos houve mineralizacdo com taxas acima de 80%, indicando
que a utilizagdo de meio indutor osteogénico, a suplementagdo com a fragéo nas trés
concentracbes e a aplicagdo da ES nos 3 tempos de duragdo contribuiram
positivamente para a diferenciagao osteogénica das CTMs isoladas da medula 6ssea.

Figura 13 - Ensaio de mineralizacdo de CTMs in vitro derivadas da medula 6ssea e cultivadas em
meio indutor osteogénico sob estimulacao elétrica e aplicacao de fragao proteica P1. A) Aplicagéo de
F1 a 0,01%. B) Aplicacdo de F1 a 0,001%. C) Aplicagéo de F1 a 0,0001. Teste estatistico One-way

ANOVA, pés-teste Tukey e teste Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn, os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (os niveis de significancia foram estabelecidos em * p

<0,05).
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Fonte: elaborada pela Autora.

Figura 14 - Imagens de microscopia (aumento final de 100x) do ensaio de mineralizagdo com CTMs
derivadas da medula 6ssea e cultivadas em meio osteogénico com proteina F1 a 0,0001% e
aplicagéo de eletroestimulagao.

60s 150s 7 300s So6 F1 Controle

Fonte: prépria.
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Para analise aprofundada dos resultados, realizou-se ensaio de mineralizacéo
apenas com a aplicagdo da estimulagao elétrica e apenas com o emprego da fragao
proteica F1, afim de se observar a inducédo da diferenciagao osteogénica. Conforme
Figura 15 e Figura 16, € possivel observar um perfil decrescente da taxa de
mineralizagdo e, assim, da diferenciagdo osteogénica, em fungdo do aumento da
duracéo de aplicagao da estimulagao e um perfil crescente dessa taxa em funcgéo da
diminuigdo da concentracao de F1.

Aplicando a microcorrente por 60s, a taxa de mineralizacdo apresentou um
aumento de 10% (p <0,05) e, suplementando o meio com a fragao proteica a 0,0001%,
observou-se taxa de mineralizagdo 30% maior em relagédo a F1-0,01%, corroborando
com os resultados do ensaio de diferenciacdo osteogénica com emprego de F1 e ES
em associagao.

Empregando apenas a estimulagao nas CTMs, as taxas de mineralizagéo foram
mais altas do que nos grupos apenas suplementados com a fragdo. Porém, em
associagao, alguns grupos apresentaram as maiores taxas dentre todos os ensaios,
indicando que, a ES e a fragdo ndo sao citotdxicas para a célula, assim como
demonstrado nos ensaio de viabilidade (Figura 12) e que a a associagdo de ES+F1

intensificou o estimulo para a diferenciagdo osteogénica.

Figura 15 - Ensaio de mineralizagdo de CTMs in vitro derivadas da medula 6ssea e sob estimulagao

elétrica. Teste estatistico One-way ANOVA, pés-teste Tukey e teste Kruskal-Wallis com pds teste de

Dunn, os resultados foram expressos como média £ erro padrao da média (os niveis de significancia
foram estabelecidos em * p < 0,05).

140+
120- I x I
I

B O ©©
o O o
1 1 1

% de mineralizacao

20

T
60s 150s 300s
Tempo de aplicagao ES

Fonte: elaborado pela Autora.
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Figura 16 - Ensaio de mineralizagdo de CTMs in vitro derivadas da medula éssea em meio
osteogénico com proteina F1. Teste estatistico One-way ANOVA, pos-teste Tukey e teste Kruskal-
Wallis com pés teste de Dunn, os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média

(os niveis de significancia foram estabelecidos em * p < 0,05).
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Fonte: elaborado pela Autora.

Apesar de diversos estudos analisarem as respostas das CTMs frente ao
emprego da ES, os mecanismos pelos quais a estimulagao interage com as células
ainda nao foram compreendidos, indicando a necessidade de maior investigagao e
padroniza¢gao do modo de aplicagéo, como valor de amperagem e tempo de duragao
(GRIFFIN; BAYAT, 2011).

De modo geral, os trabalhos que utilizam a fragdo F1 do latex natural mostraram
que ela desempenha papel importante na diferenciagdo osteogénica por meio de sua
atividade neoangiogénica e de aumento da permeabilidade vascular (FERREIRA et
al., 2009; MENDONCA et al., 2004). O uso de F1 a 0,01% em scaffolds de grafeno e
policaprolactona acelerou o processo de proliferacéo das células tronco derivadas do
tecido adiposo e aumentou o processo de diferenciagdo osteogénico (CAETANO et
al., 2018). Mrue et al. (2004) utilizou uma biomembrana feita com o latex da Hevea
brasiliensis para a cicatrizagao de ulceras dérmicas agudas provocadas em orelha de
coelhos e observou epitelizagdo precoce, presenca de fibras colagenas organizadas
€ neovasos.

As CTMs sao células indiferenciadas e ndo especializadas, de facil isolamento,
capazes de se diferenciarem em novas células, podendo gerar novo tecido (LIN et al.,
2019). Diversos trabalhos procuram analisar o potencial de diferenciagao osteogénico
das CTMs, derivadas do tecido adiposo ou da medula dssea. Esses estudos obtiveram

resultados promissores quanto a diferenciagao induzida nessas células por meio do
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emprego da estimulagdo ou da fragcdo F1 (CAETANO et al., 2018; STEGEN et al.,
2015). Diante disso, esse trabalho buscou analisar a viabilidade e o potencial de
diferenciagao osteogénico das CTMs isoladas da medula éssea, frente ao emprego
da ES e da fragao proteica F1 em associacao.

Em nossos resultados, foi possivel analisar a viabilidade das CTMs pelo ensaio
MTT, conforme a ISO 10993 (International Standard Organization). Ao serem
estimuladas por 60, 150 e 300s e cultivadas em meio com F1 a 0,01%, 0,001% e
0,0001%, nao houve citoxicidade em nenhum dos grupos experimentais, com valores
superiores a 70% de células viaveis. A taxa de viabilidade apresentou um aumento ao
se diminuir a concentragao de latex e o tempo de aplicagdo da ES a 10 yA. Mendonga
(2008) também avaliou a viabilidade do LXHb nas concentragbes de 0,1 mg.mL-"
(0,01%) e 0,01 mg.mL-" (0,001%) em fibroblastos HEK293T por 48 h e concluiu que o
latex ndo era citotdxico, assim como Andrade (2012) que analisou a viabilidade de
fibroblastos 3T3-NIH e queratindcitos humanos por 24 h utilizando a fragao proteica
F1 na concentragéo de 0,01%. Caetanho et al. (2018) concluiu que a concentragao de
0,01 e 100 pg aumentaram o processo de migracdo e proliferacdo celular.
Corroborando com os presentes resultados, esses autores concluiram que a fracao
proteica do latex é viavel para o reparo tecidual in vitro.

A citotoxicidade da estimulagao também foi avaliada por Baek et al. (2022) apds
tratamento das hADMSCs com plasma associado a estimulagéo elétrica por 1 h em
quatro amplitudes diferentes (10 pA, 50 pA, 100 pA e 200 pA) , mostrando que a
estimulacao elétrica entre 10 yA e 50 pA n&o apresentou citotoxicidade e nao exibiu
alteragao na proliferacao em relagao ao grupo controle.

Pelos ensaios de mineralizacao, foi demonstrado que a associacdo de F1 e ES
resultou na maior taxa de diferenciacédo osteogénica no grupo 0,0001% e 60s,
visivelmente percebida pela maior deposi¢édo de calcio nesse grupo experimental,
apos coloragao por alizarina 0,2%, diferente do observado dos ensaios separados
somente com ES ou somente com F1

Nesse estudo presente, a aplicacédo de estimulacéo por 300s obteve resultado
inverso ao dos estudos acima mencionados, tanto quando empregada isoladamente,
quanto em associagao a fragao proteica, visto que a taxa de mineralizacao e, portanto,
de diferenciagéo osteogénica, sofreu uma diminuigéo significativa nesse maior tempo,
em comparacdo ao 60s e 150s. Tal resposta pode estar vinculada a associagao

utilizada nesse estudo em comparagdo aos trabalhos supracima citados,
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possivelmente indicando que as células mesenquimais estudadas podem diminuir seu
potencial de diferenciacdo quando estimuladas por um tempo maior e suplementadas
com a maior concentracao da fracdo F1, desencadeando respostas menos favoraveis
a diferenciagdo osteogénica.

A utilizacdo da menor concentracido de fracdo proteica F1, como melhor
resultado para a deposi¢cao de célcio, pode ser comprovada pelos resultados de
viabilidade celular. Visto que a maior concentragao de latex apresentou a menor taxa
de viabilidade para as CTMs. Nos resultados com grupos de F1 a 0,01%, a maior
porcentagem de mineralizacdo e de células viaveis foi observada no grupo nao
estimulado. Assim como descrito por Morais (2017) que, ao analisar a atividade
indutora da proliferagao celular de fibroblastos da linhagem McCoy, apés emprego da
fracao F1 do latex natural, observou o aumento na proliferacdo celular exercido por
F1 a 0,01%, em comparacédo a F1-1% e 0,1%. E que as lesbes, tratadas com F1 a
0,01%, reduziram desde o primeiro dia de tratamento, permanecendo constante ao
longo dos dez dias, indicando que nessa concentragdo o reparo tecidual é mais
efetivo.

Moraes et al., (2024), ao comparar a agao do soro do LXHb (0,01% p/v) e da
fracdo proteica F1 nas concentracbées 0,01, 0,1 e 1% p/v em cultivo celular de
fibroblastos McCoy e cicatrizagdo de feridas em camundongos Balb-C, observaram
que F1 a 0,01% p/v estimularam o processo de cicatrizacdo, acelerando a
regeneracdo do tecido e promovendo o fechamento mais rapido da ferida, em
comparagao ao grupo controle. A proteina F1 0,01% aumentou, também, a quantidade
de colageno produzida pelos fibroblastos.

Por meio da caracterizacao fisico-quimica foi possivel costatar que a fracéo
proteica F1 apresentou 10,2% de proteina em sua massa total. Sendo assim, essa
fragdo nao é considerada pura e € constituida por outras substancias que ainda nao
foram detectaveis. Esses compostos podem estar relacionados a respostas
antagbnicas a osteogénese ou até mesmo podem se comportar como moléculas
competidoras pelo sitio de ligagdo das proteinas angiogénicas. Como consequéncia,
essa hipétese pode surgerir que, ao se elevar a concentragao de F1 0,0001% para
0,01%, a concentracdo desses outros compostos ocorra simultaneamente. Em
concentragbes mais baixas de F1 (0,0001%), ndo desencadeam efeitos negativos
perceptiveis nos ensaios de viabilidade e mineralizagdo, mas, em quantidades

maiores, interferem na taxa de células viaveis e no poder de diferenciagdo. Desta
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forma, se faz necessaria a realizacao de estudos futuros para o aprofundamento de

tais teorias.

4.2.4 Expressao Génica

Para investigar os efeitos da estimulagéo elétrica e da fragc&o proteica F1 para
a diferenciagao 0ssea, foi avaliada a expressao dos genes vinculados a osteogénese
(Alp, Ltype, Runx2, Col1a1, Bmp2, Camk2). A Figura 17 representa os graficos de
expressao relativa desses genes de interesse dos grupos de estudo: controle; 60s
0,001%; 60s 0,0001%; 300s 0,001%; 300s 0,0001%. Escolhidos por apresentarem
diferengas estatisticas mais significativas nos ensaios de mineralizagéo (Figura 13).

O gene Alp (fosfatase alcalina) é responsavel pela expressao da enzima ALP,
considerada um marcador precoce da diferenciagdo osteogénica (Schouten et al.,
2009). Pode-se observar que nao houve diferenga significativa na expressao de Alp
entre todos os grupos (Figura 17A). Nas associa¢gées com F1 a 0,001%, a aplicagéo
por 300s apresentou maior expresséo do gene, enquanto com F1 a 0,0001%, o menor
tempo apresentou o melhor resultado de todos os grupos, corroborando com os
resultados de diferenciacdo osteogénica que demostraram maior taxa de
mineralizagao no grupo 60s 0,0001% (Figura 13). Isso indica que, por apresentarem
maior expressido desse marcador, obtiveram maior influxo de fosfato para o processo
de mineralizagao e assim de osteogénese.

O Runx2 é um regulador na formacdo 6ssea, mediando a ativacdo e/ou
repressao temporal do crescimento celular. Observa-se, no grafico (Figura 17C), que
o0 aumento do tempo de aplicacdo de ES diminuiu a expressao do gene nas duas
concentracbes de F1. Os grupos experimentais nao apresentaram diferenga
significativa entre si e, principalmente, em relagdo ao controle, tal resposta pode estar
associada ao tempo experimental. O RNA foi extraido apds o cultivo das células por
14 dias para que a osteogénese fosse concluida, ultrapassando, desta forma, o
periodo de maior expressao do gene RUNX2, conforme descrito por Takarada et al.
(2015). Esse gene apresenta maior expressao durante o processo inicial de
diferenciagao osteogénica da célula tronco mesenquimal, compreendendo a fase de
ossificagdo intramembranosa até o estagio de pré-osteoblasto, assim como
demonstrado por Fontana (2009).

O gene BmpZ2 é responsavel por expressar a proteina morfogenética ossea

BMP-2, um marcador que estimula crescimento, desenvolvimento do sistema
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esquelético e da regeneragdo Ossea, por meio da diferenciacdo das células
progenitores mesenquimais em osteoblastos (KIM; CHOE, 2011).

Os resultados do grafico abaixo (Figura 17B) demostraram que o aumento do
tempo de aplicagdo da ES diminuiu a expressdo do gene BmpZ2 nas duas
concentragdes de F1. Contudo, os grupos estimulados por 60s apresentaram uma alta
expressado desse gene, sendo que a associagdo de 60s com F1 0,001% obteve um
aumento significativo em relagdo ao grupo controle, indicando que, quando ha
emprego da estimulagdo com a fragdo proteica, fica evidente o maior estimulo das
células tronco mesenquimais para a diferenciacao.

O Col1a1 é o gene responsavel pela expressao da proteina estrutural colageno
tipo 1, constituinte de 80% do teor proteico dos ossos (stephen et al., 2014). Os
resultados da Figura 17D mostraram que os grupos estimulados por 300s
apresentaram maior expressdo de Col71a1, com diferenga significativa entre 300s
0,001% e o grupo controle, indicando, assim, que a ES por um tempo maior, associada
a fragdo em concentragcdo mais elevada, estimulou de forma mais intensa a expressao
desse gene. Os grupos estimulados por 60s obtiveram expressao menor, porém bem
préximas entre si, sugerindo que, nesse tempo de aplicagdo, a concentracéo de F1
nao foi um fator determinante.

O gene Ltype é responsavel pela expressao do canal de calcio (voltagem
dependente), importante regulador do influxo de ion calcio nas células Gsseas
(VIEIRA, 2011). Conforme ilustrado na Figura 17E, a expresséao do Ltype foi maior no
grupo de 60s 0,001% e apresentou seu menor valor no grupo 300s 0,0001%, sendo
inferior também ao controle. O aumento da duracdo de ES de 60s para 300s e a
diminuigdo da concentracado de F1 de 0,001% para 0,0001% decresceram os valores
da expressao relativa.

O produto do gene Camk?2 é a proteina citoplasmatica calmodulina (CaM). A
ligagdo Ca?*/CaM promove a sinalizagdo da calcineurina, que aumenta a sinalizagéo
de genes ligados a diferenciacdo osteogénica (MOON; LEE; KWON, 2022). Os
resultados da Figura 17F demonstram que o grupo 300s 0,001% apresentou a maior
expressao do gene Camk2, seguido do grupo 60s 0,001% e, por ultimo, os grupos em
associacdo com a menor concentracdo de F1, que apresentaram valores bem
proximos entre si.

Dessa forma, € possivel observar que, para F1 a 0,001%, o aumento da

duracdo de estimulagao refletiu positivamente nos resultados, indicando que a
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estimulagdo por 300s estimulou mais o canal de calcio voltagem dependente,
aumentando o influxo de Ca?* para o citosol, desencadeando uma melhor sinalizagéo
para a expressao de calmodulina (calcio dependente).

Os resultados também podem sugerir que a fragdo proteica interferiu na
sinalizagao celular, ligando-se a algum receptor de membrana ou a alguma molécula
no citosol ou, até mesmo, ao proprio canal de calcio, estimulando um maior influxo
desse ion para a ativacdo do gene Camk2. Correlacionando esses resultados com as
taxas de mineralizagdo (Figura 13), € possivel observar que para ES 300s com F1
0,001% a diferenciacao foi maior do que na mesma durac¢ao de estimulacdo com F1
a 0,0001%, indicando que houve maior influxo de calcio, expressdao aumentada do

gene Camk2 e, assim, maior mineralizacao.
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Figura 17 - Expressao relativa de (A) ALP, (B) BMP2, (C) RUNX2, (D) COL1A1, (E) LTYPE, (F)
CAMK2 (2 —AAct). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (os niveis de
significancia foram estabelecidos em * p < 0,05).
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A diferenciacdo osteogénica, que compreende o surgimento de células
especializadas e a formagao do tecido mineralizado, é responsavel pelo reparo ésseo.
O processo de cura de uma fratura € composto por trés fases que se sobrepdem:
inflamatoria, reparativa e remodelagem. Na fase inflamatéria, os macréfagos sao
recrutados para promover a limpeza do tecido e, também, secretar moléculas que
ajudam a promover a angiogénese no local de fratura. Na fase reparativa, a via de
sinalizagao Wnt/B-catenina regula a diferenciagdo osteoblastica. A remodelagem

ocorre por estimulos mecéanicos no esqueleto ao longo da vida (BARLETTA et al.,
2020).



65

A via Wnt/B-catenina pode ser dividida em uma via de sinalizacdo candnica
Whnt, que depende da fungéo da B-catenina (via Wnt/B-catenina) e atua no reparo de
fraturas Osseas, e as vias Wnt ndo candnicas que operam independentemente da -
catenina e possuem efeitos osteogénicos opostos dependendo do estagio de
maturacdo das células tronco (BARLETTA et al., 2020). A ativagado da via Wnt/3-
catenina pode promover a expressao do gene Runx2, que esta envolvido na formagéao
do osso imaturo, induzindo a diferenciagcédo celular e aumentando a quantidade de
osteoblastos imaturos. Porém, no decorrer da diferenciacédo, € necessario que sua
expressao seja reduzida, para que haja o aparecimento de osso maduro (TAKARADA
et al. 2015).

Rinco (2021), ao investigar a resposta osteogénica in vitro de células tronco
provenientes da polpa de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) em
associagado a granulos de BCP, observou que nédo houve diferenga significativa da
expressao do Runx2 em nenhum grupo experimental apés 7 e 14 dias de experimento,
assim como nos resultados desse estudo. Desta forma, € notério que a participagao
desse gene é desnecessaria em osteoblastos ja maduros, fazendo com que, durante
o processo de maturagéo 6ssea, ocorra uma diminui¢do da sua expressdo (KOMORI,
2010).

O gene Bmp2 expressa a BMP-2, uma proteina que induz a diferenciagao
osteoblastica e a formacao 6ssea a partir da ativagcdo de moléculas de sinalizagao
intracelular como Smad, Runx2 e osterix (LIU et al., 2016) e € capaz de induz a
expressao de proteinas nao colagenas e de alguns marcadores como ALP e colageno
tipo 1 (HELAEHIL et al., 2023). Souza (2017) ja havia observado que em fraturas de
peridésteo da calvaria de ratos Wistar, tratadas com latex da Hancornia speciosa,
houve diminuicido da expressdo de Bmp2 no decorrer dos experimentos, devido a
producgao de esclerostina pelos osteocitos, que € uma proteina capaz de competir com
a BMP-2, interrompendo assim a sinalizagdo 6ssea. Pode-se deduzir, entdo, que o
tempo maior de estimulagéo (300s) foi capaz de induzir a expressao de esclerostina
na membrana das células 6sseas, diminuindo a expressao desse gene de interesse.

O ALP é considerado um marcador precoce, auxiliando, principalmente, na
maturacado do pré-osteoblasto em osteoblasto diferenciado (Schouten et al., 2009).
Baek et al. (2022) também observaram que, apos aplicar ES a 10 pA em células
mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano, houve aumento da expressao de

Alp no sétimo e, principalmente, décimo quarto dia. Assim como Moon et al. (2022)
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constataram que, estimulando células de ratos com 3 voltagens distintas (1 V.cm™;
0,5 V.em™; 0,05 V.cm™), a expressdo de Alp, em todos os grupos, apresentava
também maior expressao e/ou diferencga significativa no 7° e 14° dia, em comparacéao
ao controle.

O pré-osteoblasto é um estagio intermediario, que expressa tanto Stro1, Alp,
Ppr e Col1a1, e estd comprometido com a linhagem osteoblastica com extensa
capacidade replicativa (STEPHEN et al.,, 2014). Para a constituicio da maior
resisténcia do o0sso, os canais de calcio, expressos pelo gene Ltype, quando
estimulados, permitem a deposicdo de calcio para formacdo do complexo de
hidroxiapatita, conferindo resisténcia ao osso recém formado e possibilitando,
também, o reparo para casos de fratura éssea (VIEIRA, 2011).

Leppik et al. (2020) comprovou que a ES, aplicada em células tronco
mesenquimais, estimulou diretamente o canal de célcio voltagem dependente do tipo
L, presente na membrana plasmatica, provocando respostas regulatorias através de
enzimas, como a calmodulina. Sendo um canal de voltagem dependente, sua
atividade esta ligada diretamente a polarizagdo da membrana celular. Quando a célula
€ estimulada, sugere-se que ha despolarizagdo e mudanga da conformagdo dos
canais e das proteinas, o que implicaria em mudanga do influxo de calcio
(THRIVIKRAMAN et al., 2018).

Apds o estimulo do canal de calcio e a entrada do ion Ca?* no meio intracelular,
a ligacdo do mesmo promove a mudanga conformacional da enzima calmodulina,
expondo residuos hidrofébicos que promovem a interagédo desse complexo Ca2*/CaM
com proteinas, desencadeando processos de fosforilagcdo para importantes funcbes
bioldgicas na diferenciagéo celular (SODERLING, 1999).

Moon et al. (2022) também observaram em suas analises com estimulacao
elétrica, que a expresséao de todos os genes relacionados com a sinalizagao de calcio
foram superiores ao grupo controle, tal como nos resultados desse estudo (Figura
17). A ES aumentou a concentracao de calcio intracelular, induzindo a mineralizagéo
apos 14 dias de experimento. HELAEHIL et al. (2023) também constataram que a
expressao génica foi aumentada pela ativacdo dos canais de calcio e da via da
calmodulina devido a terapia ES nos grupos de 30 e 60 dias.

Leppik et al. (2020) observaram que a estimulagdo elétrica melhorou a
cicatrizagdo Ossea, estimulando a via célcio-calmodulina, fatores de crescimento e

citocinas. Também constataram que houve aumento de calcio intracelular pelo
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estimulo dos canais de calcio e pela ativacado de receptores especializados de canais
na superficie do reticulo endoplasmatico, que liberam o ion Ca?* estocado nas
vesiculas, influenciando, assim, a expressao génica para diferenciagao.

Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma unica correlagéo entre resultados
de expressao do gene Ltype com o Camk2, pois, alterando a duragao da microcorrente
ou a concentragado da fragao, as respostas foram divergentes entre si. Contudo, foi
possivel sugerir que a concentragao intracelular de calcio direcionou a distribuicdo
subcelular da calmodulina, bem como, promoveu sua associagédo com a proteina alvo
e ativacao de alvos especificos no seu estado conformacional, conforme descrito nas
Figura 18 e Figura 19 (CHIN; MEANS, 2000).

Figura 18 — Mecanismo de acdo da estimulagao elétrica em cultura de células semelhantes a
osteoblastos.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, e de acordo com a literatura consultada, a
fragao proteica F1 do latex da seringueira Hevea brasiliensis € um biomaterial que
constitui um sistema polidisperso. Nos ensaios de DLS em pH 7,4, a fragdo nao
apresentou variagdo do tamanho ao longo do tempo, com menor indice de
polidispersao na maior concentragao de 1%, principalmente com a adicdo de NaCl a
20mmol.L™". Por outro lado, na analise por nimero de particula espalhadora observa-
se que o tamanho médio das particulas nas trés concentragdes analisadas (1, 01 e
0,01%) apresentaram tamanho menores que 100 nm, caracterizando um sistema mais
estavel.

A nova metodologia para a quantificagao proteica por combustdo no Analisador
Elementar CNS apresentou alta sensibilidade e detectou 10,2% de proteina na massa
total de F1. Os resultados de cromatografia em gel de filtragdo corroboraram com os
de DLS, indicando a presenca de duas populagées com tamanhos distintos. Estudos
futuros de aprofundamento fazem-se necessarios para maior caracterizagdo dessas
proteinas constituintes da fragdo F1, afim de se conhecer peso molecular e estrutura
quimica.

Para as analises bioldgicas, foi possivel isolar as células tronco mesenquimais
derivadas da medula éssea de ratos Wistar e, in vitro, estimular a proliferacéo e
diferenciagao celular.

O empreso da fracdo F1 em concentragdes de 0,01%, 0,001% e 0,0001% e da
estimulacao elétrica a 10 pyA por 60s, 150s e 300s nao exibiu citotoxicidade in vitro e
estimulou a diferenciagado osteogénica das células tronco.

Os resultados de expressdo génica mostraram que a associagao da
estimulacao elétrica com a fragao proteica F1 estimulou a expressdo dos marcadores
O0sseos das fases iniciais, principalmente, no grupo 60s-0,0001%. Os genes
relacionados ao processo de mineralizagdo, especialmente a via Ca ?* /CaM, foram
mais expressivos nos grupos F1-0,01%.

Células tronco estimuladas com microcorrente 10 yA por 60s e suplementadas
com F1 a 0,01% apresentaram a maior taxa de mineralizagdo em comparagao aos
demais grupos e ao controle (sem F1 e sem ES), abrindo perspectivas sobre essa
associacao como tratamento futuro e biotecnoldgico para reparo ésseo na engenharia

tecidual.
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