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Resumo

Devido ao aumento de andlises globais a processos bioldgicos, trazendo avan¢os na compreensao
de aplicacBes no campo de biomateriais, faz-se necessario o uso de novas ferramentas in silico que
sejam capazes de explorar esses dados, como é o caso de dados globais de transcriptomas gerados
a partir de células osteogénicas interagindo com diferentes biomateriais. Para melhor analise,
propomos neste estudo a aplicacdo de ferramentas de bioinformatica, como os pacotes limma e
GSVA na linguagem de programacdo R, para melhor realizar a expressdo diferencial e analise de
enriquecimento funcional em dados depositados em bancos publicos e registrado sob o acesso E-
MTAB-7219. A partir da andlise de variacdo de conjunto de genes (GSVA), foram obtidas
expressdes diferenciais entre os transcriptomas dos materiais hidroxiapatita (sinterizada a 1100,
1150 e 1250°C) e P-tricélcio fosfato, sinterizado a 1050 e 1100°C, aléem do poliestireno,
considerado como controle. Gerou-se Heatmaps para cada grupo de assinaturas moleculares,
sendo possivel, a partir destes interpretar os materiais que apresentam uma melhor
biocompatibilidade mediante sua resposta adaptativa aos materiais, identificando as principais vias
enriquecidas para cada condicdo; dentre as quais destacam-se as vias envolvidas com a viabilidade
e padrBes osteogénicos dessas células testadas, compostas por genes importantes em eventos de
comportamento celulares frente a eventos de sobrevivéncia e diferenciagdo osteoblastica. A partir
do diagrama de Venn foram observados 4 genes da intersec¢do com 0s 5 grupos de materiais e 0s
especificos para cada um deles. Para confirmar os dados, cultivo celular foi realizado a partir do
enriquecimento do meio de cultura com os biomateriais, avaliando assim a toxicidade, viabilidade
e genes especificos envolvidos o fenotipo osteoblastico, como aqueles relatados com proliferacao
celular, osteoclastogénese e MAPKSs (envolvidas com fendtipo proliferativo e de sobrevivéncia).
Considerando nossos resultados, foi mostrado que protocolos de sintese de biomateriais promovem
assinaturas especificas de expressao génica. Destacamos ainda a importancia destes ensaios in
vitro e in silicio e que estes devem ser considerados no planejamento para ensaios in vivo.

Palavras-chave: biomaterial; bioinformatica; bioengenharia; regeneracéo tecidual; bioativas.



Abstract

Due to the increase of global analysis to biological processes, bringing advances in the
understanding of applications in the field of biomaterials, it is necessary to use new in silico tools
that are able to exploit this data, as is the case of global transcriptome data generated from cells
interacting with different biomaterials, obtained from different sintering temperatures. To better
analyze this data, we propose in this study the application of bioinformatics tools, such as the
limma and GSVA packages in the R programming language, to better perform differential
expression and functional enrichment analysis on data deposited in public banks and registered
under access. E-MTAB-7219. From the analysis of gene set variation (GSVA), differential
expressions were obtained between the transcripts of hydroxyapatite (sintered at 1100, 1150 and
1250°C) and sintered B-tricalcium phosphate at 1050 and 1100°C, besides the control material
(polystyrene), used here as a control. Heatmaps were generated for each group of molecular
signatures. From these, it was possible to interpret the materials that present the best
biocompatibility through their adaptive response to the materials, identifying the main enriched
pathways for each condition; Among them, we highlight the pathways involved with the viability
and osteogenic patterns of these cells tested, composed by genes important in cellular behavioral
events against survival events and osteoblastic differentiation. From the Venn diagram were
observed 4 genes of intersection with the 5 groups of materials and specific to each one of them.
To confirm the data, cell culture was performed from the culture medium enrichment with
biomaterials, thus evaluating the toxicity, viability and specific genes involved in the osteoblastic
phenotype, such as those reported with cell proliferation, osteoclastogenesis and MAPKS
(involved with proliferative phenotype and survival). Considering our results, it has been shown
that biomaterial synthesis protocols promote specific gene expression signatures. We also
highlight these as a necessary tool to be considered as a prerequisite for in vivo assays.

Keywords: biomaterial; bioinformatics; bioengineering; tissue regeneration; bioactive.
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1. INTRODUCAO

Com o envelhecimento da populagdo, doencas relacionadas a idade tornam-se mais
incidentes, aumentando os gastos em salde, como cirurgias, tratamentos, afastamentos e pensdes,
em destaque as lesbes dsseas, causadas por doencas ou acidentes. Como tecido importante no
corpo humano, o 0sso desempenha um papel vital ndo apenas protegendo os 6rgdos, mas também
fornecendo suporte mecanico, hematopoese, armazenamento mineral e funcao endocrina. Embora
0 0sso tenha uma certa capacidade de regeneracdo e auto reparo, grandes defeitos Gsseos
segmentares causados por trauma grave, resseccdo de tumor, cancer ou doencas congénitas so
podem ser reparados por enxerto 6sseo, com auxilio de um biomaterial. Neste sentido, tem crescido
a demanda por biomateriais osteosubstitutos e, desta forma, entender os processos moleculares da
interacdo do biomaterial com as células é de grande importancia para 0 progresso e

desenvolvimento na érea.

1.1. O Tecido Osseo

O tecido 6sseo, fornece um suporte mecanico ao corpo, juntamente com o tecido muscular
e tenddes sdo 0s responsaveis por gerar e transferir forcas que estdo envolvidas na locomocao;
fornecem protecdo mecanica e sustentacao para 0rgaos vitais, atua como reservatorio de varios
minerais, principalmente célcio e fosfato, e também armazena fatores de crescimento, acidos
graxos, além de metais pesados e outros elementos toxicos. Além da funcdo de absorcdo e
liberacdo de sais, responsaveis por eventos de tamponamento do sangue e prevencao de grandes
variacdes de pH (HAIDER et al., 2017; SADOWSKA et al., 2019; SUNTERS et al., 2010).

Muito se tem discutido nos dias atuais quanto sua funcdo enddcrina, onde o 0sso é colocado
como um tecido capaz de modular atividades celulares distintas em outros tecidos, extrapolando a
funcdo latente do osso. O horménio osteocalcina que é produzido, liberado e carboxilado pelas
células 6sseas esta sendo relacionado com a capacidade de resposta ao aumento da glicemia e,
mais atualmente, ao estresse, principalmente em situacdes de perigo (BERGER et al., 2019).

Além de seus componentes minerais e proteicos, 0 0sso também ¢é histologicamente
composto por células, macromoléculas e vasos sanguineos, dos quais angiogénese e osteogénese
estdo acoplados. Trés tipos de células particulares estdo envolvidas na manutencdo de uma
estrutura dssea saudavel, a saber: ostedcitos, osteoclastos e osteoblastos. Por sua vez, 0s ostedcitos
localizam-se em cavidades embebidas na matriz 6ssea mineralizada; os osteoclastos séo células
multinucleadas responsaveis por reabsorver a matriz mineralizada e sdo fundamentais no processo
de remodelagdo 6ssea, juntamente com os osteoblastos, que séo capazes de produzir componentes
da matriz 6ssea e também promover sua mineralizacdo (ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010b).
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Por meio da acdo cooperativa de osteoblastos e osteoclastos, 0 0sso € constantemente
remodelado em resposta a exigéncias fisioldgicas Devido sua importancia, as maneiras de curar o
tecido 6sseo comprometido em tempo habil podem ser consideradas como uma das tarefas mais
importantes para as quais a medicina pode contribuir, sobretudo intervindo com biomateriais
aplicados a processos biomédicos (BEZERRA et al., 2017). Por sua complexidade, diariamente
tem crescido estudos transversais e interdisciplinares, onde sdo necessarias abordagens bioldgicas
e métodos fisico-quimicos para se tentar compreender as estruturas e as propriedades dos 0ss0s
(GEMINI-PIPERNI et al., 2014a).

1.2. Biomateriais

De acordo com Williams “Um biomaterial € uma substancia que foi projetada para assumir
uma forma que, sozinha ou como parte de um sistema complexo, € usada para direcionar, pelo
controle de interagdes com componentes de sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento
terapéutico ou diagnostico, em medicina humana ou veterinaria”(WILLIAMS, 2009).

Biomateriais sdo materiais projetados com a funcéo de substituir partes do corpo e, assim,
permitindo a recuperacdo tecidual e funcional do tecido, por vezes afetados por doengas ou
acidentes. Principais diferenciais dos aspectos funcionais dos materiais biomédicos tratam
aspectos de biocompatibilidade e biofuncionalidade, caracteristicas necessarias para que esses
exercam essas funcdes diversas. Por defini¢do, biocompatibilidade refere-se a aceitacdo do
biomaterial pelo corpo, e a biofuncionalidade representa a habilidade do material desempenhar a
funcdo desejada, restabelecendo o tecido com suas caracteristicas anatdmico-funcionais (HAIDER
etal., 2017; SHIN et al., 2016).

A utilizacdo de biomateriais pelos homens data de tempos antigos, mesmo sem o
conhecimento da funcédo bioldgica, médica e propriedades de materiais, onde civilizacdes antigas
usavam diversos materiais como prosteses de membros, dentes e suturas metalicas, fazendo uso
de ferro, madeira, chumbo, ouro, prata e até conchas maritimas, como ilustrado na Figura 1
(HUEBSCH; MOONEY, 2009; JANDT, 2007). Porém, muitas destas aplicacdes geravam
rejei¢Oes, por conceitos importantes relacionados a infecgdo, compatibilidade e reacdo bioldgica
adversa aos materiais implantados (CORREA et al., 2018; GROEN et al., 2015).
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Figura 1: Exemplos de aplicacdes de Biomateriais. a. Madeira utilizada pelos egipcios, datado
entre 1065 e 740 aC; b. Implante de quadril SYNERGY. Figura disponivel em HUEBSCH;
MOONEY, 2009.

Com os avancos na area de desenvolvimento de biomateriais, atrelado ao progresso
integrado na area bioldgica, pesquisadores tém incorporados novas tecnologias em seus estudos,
principalmente com 0s avang¢os nos conceitos da biologia molecular, avancos da gendmica e
protedmica, abrindo novos horizontes para o design de biomateriais, trabalhando a resposta do
hospedeiro aos materiais implantados, ajudando a entender seu desempenho e também como
aprimorar a resposta bioldgica (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008; RATNER,;
BRYANT, 2004). Com esse desenvolvimento tecnoldgico, os biomateriais vém sendo aplicados
em diversas areas como a cardiovascular, cirurgia plastica, cicatrizacdo de feridas, engenharia de
tecidos, neuroldgica, odontoldgica, oftalmologia, ortopédica e também em outros tipos de
aplicacdes que incluem sistemas de administracdo de medicamentos, aplicacdes gastrointestinais,
cirurgia bariatrica e aplicacdes urinarias (GAO et al., 2017; MANO, 2014).

Atualmente o mercado de biomateriais é dividido com base no tipo de material, sendo
classificados quanto a sua composi¢do quimica, por exemplo materiais metalicos, ceramicos,
poliméricos e compdsitos. Sdo exemplos do tipo metalico o aco inoxidavel, titanio e ligas de
titanio, ligas de cromo-cobalto, prata, ouro e magnésio. Exemplos de ceramica como o 6xido de
aluminio, zirconia, fosfato de célcio, sulfato de calcio, carbono e vidro. Exemplificando os
polimeros como o polimetilmetacrilato, polietileno, poliéster, cloreto de polivinilo, borracha de
silicone, nylon, polieteretercetona, acido poli-lactico, poli-acido glicolico & PLGA e outros
biomateriais poliméricos. Os biomateriais naturais sdo segmentados em acido hialurdnico,
colageno, gelatina, fibrina, celulose, quitina, alginato e seda (GAO et al., 2017; HENCH, 1998;
JANDT, 2007).

Os biomateriais naturalmente derivados sdao normalmente aplicados para restaurar ou
substituir a funcéo e a estrutura dos 6rgédos ou tecidos danificados (Figura 2) (HABRAKEN et al.,
2016). Oferecendo suporte adequado para migracdo celular, favorecendo eventos celulares como
adesdo e proliferacdo, levando a diferenciacdo adequada. As vantagens de usar biomateriais
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naturais para implantes € a capacidade de buscar semelhancas com os tecidos do corpo. Estes
materiais ndo apresentam problemas de toxicidade, o que é frequentemente associado a
biomateriais sintéticos (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008; HU et al.,, 2001),

caracteristicas por vezes encontradas no materiais autogenos.

Figura 2: Exemplo de aplicacdo de implantes a base de fosfato de célcio, imagem disponivel em
Habraken 2016.

Economicamente, o mercado mundial de biomateriais no ano de 2017 foi avaliado em US$
82,6 bilhGes e a perspectiva com o crescimento de aplicacdes e desenvolvimento de materiais é
que até 2024, ultrapasse US$ 215 bilhGes, sendo divulgada em 2019 a taxa anual de crescimento
composta (CAGR) de 14,4% para o periodo segundo o MarketWatch, ainda afirmando os nimeros
0 Grand View Research Inc., o mercado global de biomateriais tem uma expectativa de
crescimento de USD 250.4 bilhdes para 2025, exibindo uma CAGR de 14.7% durante o periodo.
De acordo com o site Mordor Inteligence, especialista no mercado de biomateriais, a divisao da

aplicacdo dos biomateriais pode ser representada na Figura 3:
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Figura 3: Gréfico representando as aplicacbes mais utilizadas de biomateriais no mercado

mundial. Gréafico disponivel em https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/global-

biomaterials-market-industry

Os primeiros implantes apresentavam falhas principalmente devido a infecgdes ou
falta de conhecimento sobre suas toxicidades. A utilizacdo dos fosfatos de célcio devido a sua
semelhanca mineral aos 0ssos e dentes tornara-os uma escolha mais Obvia e viavel no
planejamento de biomateriais implantaveis (STEVENS et al., 2005; WANG et al., 2009).

Os fosfatos de célcio sdo considerados de relevancia nesse cenario, uma vez que sao
substitutos 6sseos comuns devido a sua semelhanca com a fracdo inorganica do 0sso. A troca
ibnica promovida com os fluidos extracelulares e, mais especificamente, sua capacidade de
diminuir localmente a concentracdo de ions célcio e fosfato, associada em alguns casos com a
formagé&o de uma camada de apatita, tem sido proposta como um dos mecanismos desencadeadores
de seu potencial osteoindutivo intrinseco. Assim, os efeitos dos fosfatos de célcio em respostas
imunolégicas ou em na formagdo do osso vem sendo amplamente estudados (GROEN et al., 2015;
HAIDER et al., 2017; SADOWSKA et al., 2019; WANG et al., 2015) .

Ceramicas bioativas como a hidroxiapatita (HA) e o fosfato B-tricalcico (TCP) tém
sido utilizadas como substitutos 6sseos artificiais por sua biocompatibilidade. Sdo dois membros
da familia dos materiais a base de fosfato de célcio, que sdo comumente usados em ortopedia e
odontologia. A HA cria um revestimento de apatita na sua superficie e funde-se diretamente ao
0ss0 esponjoso natural e dificilmente é absorvida no organismo, enquanto o B-TCP é uma das
formas existentes de TCP, que depende do método de fabricacéo e calcinagdo, sendo naturalmente
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reabsorvido in vivo (HE et al., 2017; LUKIC et al., 2011; SADOWSKA et al., 2019). Por suas
caracteristicas esses materiais vem sendo muito estudados e entende-los é de enorme importancia

no campo dos biomateriais.

1.2.1 Hidroxiapatita

A Hidroxiapatita (HA) € um membro da familia apatita (consiste de célcio e fosfato) com a
formula geral Cas(PO4)30H, e a formula molecular Caio(PO4)s(OH)2. Na célula unitaria de HA, Ca e
fosfatos séo dispostos de tal maneira que quatro &tomos de Ca estéo rodeados por nove atomos de O
dos grupos fosfato na posicdo M1, e os outros seis atomos de Ca estdo rodeados pelos seis atomos de O
restantes as por¢des fosfato na posicdo M2 (HAIDER et al., 2017). Por sua importancia na fase
inorgénica do 0sso, a HA é tema de muitos estudos no mundo todo, como ilustrado na Figura 4.
Por ser um material de caracteristicas Unicas e de apelo biomédico, esses materiais sao amplamente
utilizados (HAIDER et al., 2017; HE et al., 2017).
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Figura 4: Namero de Artigos abordando HA entre 1969 a 2019 na plataforma SCOPUS (Fonte:
Proprio Autor (Janeiro, 2020)

Por suas caracteristicas quimicas e estruturais, seu uso varia em aplicagbes na area de
ortopedia, farmacologia e odontologia - exemplos destas aplicagdes, como ilustrado na Figura 5
(plataforma SCOPUS), mostra que em ortopedia € utilizada como revestimento de proteses
metalicas para promover a interacdo interfacial estvel entre o material implantado e o tecido vivo
do hospedeiro (HAIDER et al., 2017). Na area farmacologica, em especial no tratamento de
tumores, a hidroxiapatita € empregada como suporte para sistemas de liberacdo controlada de
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farmacos, permitindo assim uma liberacdo gradual do composto farmacoldgico no organismo. Na
odontologia, esse biomaterial vem sendo utilizado com o objetivo de evitar a perda 6ssea apos
extracdo de elementos dentérios, e também em recuperagdo de &reas com taxas de reabsorcéo

0sseas.

Other (5.9%)
Environmental S... (L.4%)

\
III
Pharmacology, T... (1.5%) Ve Materials Scien... (22.6%)

Dentistry (3.7%)
Chemistry (7.7%) \
Physics and Ast... (8.1%)

Chemical Engine... (8.2%) -~

- Engineering (17.0%)
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Figura 5: Principais Aplicagdes Hidroxiapatita em busca na plataforma SCOPUS, destacando as
diferentes areas, como ciéncias dos materiais, engenharias, medicina, quimica e biogquimica,

odontologia e farmacologia. Fonte: Proprio Autor.

1.2.2 Fosfato tricalcio

O B-TCP possui uma semelhanca quimica com o componente material de dentes e 0ssos dos
mamiferos, por isso, juntamente com HA, vem sendo amplamente propostos para serem utilizados
como substituto 6sseo, sendo sua formula quimica Caz(POa4)2 (SAKKA; BOUAZIZ; BEN, 2013).
O crescimento de sua aplicacdo deve-se principalmente a sua biocompatibilidade e por suas
propriedades biodegradaveis, além de possuir um bom equilibrio entre a absor¢éo, degradacéao e
neoformacéo 0ssea, alem de preservar a estabilidade estrutural, liberando uma grande quantidade
de ions calcio (Ca?"), sal inorganico indispensavel para a formago de novos ossos (EBRAHIMI;
BOTELHO; DOROZHKIN, 2017; KIVRAK; TAS, 2005).

Seu uso como substituto 0sseo tem destaque nos campos cirdrgicos, sendo bem
semelhantes as aplicacdes de HA. A principal limitagdo ao uso do B-TCP como biomaterial nos
0ssos longos, é em relagdo suas propriedades mecénicas, tornando-se fragil, com baixa resisténcia

a fadiga. Seu pobre comportamento mecanico € ainda mais evidente quando usado para fazer

24



ceramica e scaffolds mais porosos (EBRAHIMI; BOTELHO, 2017; SAKKA; BOUAZIZ; BEN,
2013).

1.3 Interacdo células e biomaterial

Para entender o comportamento celular e as interacdes célula-biomaterial, Caplan e Shah
2009 sugerem que existe um modelo central, envolvendo a ativacdo de receptores de membrana,
em que a transducdo de sinal ocorre pela ativacao de cascatas especificas e ordenadas; além disso,
direcionando o comportamento celular a partir da alteracdo da expressdo de genes especificos
(CAPLAN; SHAH, 2009; GEMINI-PIPERNI et al., 2014a; MEHRA et al., 2011).

A literatura mostra que as células apresentam respostas diferentes diante de vérias
superficies de materiais e entender esses mecanismos envolvidos com adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celulares torna-se fundamental para projetar novos materiais (ZAMBUZZI et al.,
2011). Exemplificando, materiais utilizados em implantes odontol6gicos, quando ocorre uma
rapida osteointegracdo é porque a interagdo osteoblastica na superficie do material implantado foi
bem sucedida, com processos sequenciais de proliferacdo e diferenciacdo sendo enfatizados.
Mecanismos celulares sdo controlados por mecanismos de transducéo de sinal, que respondem a
diversos estimulos, como as propriedades quimicas das superficies dos materiais (DA COSTA
FERNANDES et al., 2018b; ZAMBUZZ| et al., 2011).

Somados, os trabalhos desenvolvidos pelo grupo do Prof. Willian Zambuzzi, em Botucatu,
Sdo Paulo, relata a necessidade de buscar biomarcadores da interacdo célula/material, com o
objetivo de auxiliar na compreensdo dos mecanismos de transducédo de sinal desencadeados pela
performance de osteoblastos e, assim, contribuir no desenvolvimento de materiais inteligentes,
com respostas biologicas parcialmente preditas (ZAMBUZZI et al., 2011).

O processo no qual uma célula responde a estimulos externos e modifica seu estado e
atividade é chamado de transducdo de sinal. Por meio de receptores transmembranares, a célula é
capaz de capturar estimulos fisicos e quimicos, como estresse mecanico ou moléculas, como
hormonios e fatores de crescimento. Esses estimulos alteram a conformacgdo espacial desses
receptores, e essa alteragd@o é responsavel por desencadear uma cascata de eventos intracelulares,
provocados por esses estimulos e causadores de variagdes pos-traducionais de proteinas através de
mecanismos de fosforilacdo transiente, guiado por quinases e fosfatases, classes de enzimas
transferases e hidrolases, respectivamente, responsaveis pelo metabolismo antagdnico do
grupamento fosforil. Portanto, o equilibrio entre quinases e fosfatases é responsavel por guiar o
mecanismo celular em diferentes dire¢fes, oferendo diferentes respostas a0 mecanismo de
contextualizagéo celular (GEMINI-PIPERNI et al., 2014a; ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010a).
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Eventos celulares como proliferacdo, diferenciacao, adeséao, controle do ciclo celular, entre
outros, sdo exemplos de cascatas de reagdes controladas pelo mecanismo de transducdo de sinal.
Nos eucariotos, a fosforilagdo pode ocorrer apenas em trés residuos de aminodcidos: Serina (S),
Treonina (T) e Tirosina (YY), acrescendo-se a Histidina nos procariotos. Em se tratando de
mecanismos das quinases, reporta-se a necessidade de reconhecimento por estas a uma sequéncia
definida de residuos de aminoécidos, variando entre 7-11 residuos, chamada de sequéncia
consenso, a qual traz especificidade a essas enzimas (ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010a).

Dentre as quinases, as proteinas tirosina quinases (PTK) tém sido frequentemente
associadas a promocao da adeséo celular. Apos a ativacdo da integrina, a fosforilacdo desses PTKs
cria locais de acoplamento para a ativacdo de outras proteinas citosolicas, ja associadas em
migracdo, organizacdo do citoesqueleto, expressdo génica e progressdo do ciclo celular.
Posteriormente, as moléculas do citoesqueleto e de sinalizacdo correlata sdo recrutadas para
estruturas de adesdo focal que promovem a fosforilagdo transitdria de quinases especificas como
FAK e Src em residuos de Tyr, alterando o comportamento celular (BERTAZZO et al., 2009;
ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010b).

Quando ativadas, as integrinas formam dimeros na membrana plasmatica, favorecendo o
recrutamento e ativacao de proteinas intracelulares, iniciando uma cascata de eventos biolégicos,
inicialmente através da fosforilacdo da FAK e culminando na reorganizacdo dos filamentos de
actina, componentes do citoesqueleto, através da regulacdo da atividade da cofilina, cuja a
regulacao se da pelo balanco da fosforilacdo de seu residuo Serina 03. Portanto, essas moléculas
tém sido consideradas biossensores de adesdo celular e, para o desenvolvimento de materiais,
podem ser exploradas para a caracterizacdo bioldgica de diferentes superficies, prevendo a
qualidade da integracéo celular e material (KANG et al., 2018; ZAMBUZZI et al., 2009b, 2011).

Em outros materiais como a zirconia, a sinalizacdo celular parece envolver mecanismos de
respostas que levam a inducéo de proliferacédo celular, bem como ao aumento da expressdo génica
de colageno tipo | e do osteopontina. Da Costa Fernandes et al. (2018) demonstraram parte do
mecanismo molecular envolvido em sua resposta bioldgica, revelando um repert6rio de moléculas
de sinalizagdo capazes de propor a remodelacdo da Matriz Extracelular (MEC) como pré-requisito
ao fenotipo pré-osteoblastico, através de mecanismos de ancoragem (DA COSTA FERNANDES
et al., 2018a), além disso, as proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) foram ativadas
significativamente. A fim de avaliar se essas cascatas de fosforilagdo envolvidas com a
sobrevivéncia culminam no controle de proliferagéo, estes autores relataram, ainda, um aumento
significativo da fosforilagdo de CDK2, enquanto a expressao de p15 apresentou uma leve redugéo.
Sabe-se que o balanco entre CDK2 e p15 esta envolvido na progresséo do ciclo celular. Neste
ponto, parece que o balango de fosforilagdo de Ser/Thr é um importante biomarcador da resposta
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relacionada a zirconia. Por essa razdo, a proposta de sugerir envolvimento de Ser/Thr fosfatases
parece uma realidade, como é o caso da PP2A (DA COSTA FERNANDES et al., 2018a;
KOUTSOPOULOS et al., 2002; ZAMBUZZ] et al., 2009b).

Embora com grandes avangos acerca dos mecanismos bioldgicos envolvidos na resposta a
diferentes materiais ja tenham sido feitos, a compreensao dos mecanismos biologicos envolvidos
nos diferentes estagios da resposta tecidual a implantacdo de HA e o TCP ainda ndo é
compreendido, motivo pelo qual estudos de expressao global tém sido conduzidos a fim de se
conhecer as mudancas fenotipicas desencadeadas pela resposta biologica de células respondendo
a esses materiais. Neste contexto, uma compreensdo acerca dos processos bioldgicos
desencadeados intracelularmente e responsaveis pelo comportamento das células durante a
interagdo com a superficie desses materiais sera gerado, contribuindo na busca pelo material
biomédico ideal e aumentando sua eficAcia. Como ja reportado anteriormente, conhecer 0s
mecanismos que regem desfechos celulares envolvidos com migracdo, adesdo e proliferacéo
celular em resposta a superficies dos biomateriais é relevante, uma vez que ja foram descritos
como pré-requisitos importantes para iniciar o processo de regeneracdo tecidual (GEMINI-
PIPERNI et al., 2014b; ZAMBUZZI et al., 2009b).

1.4 Bioinformatica

Envolvidos muitas vezes em analises globais e em biologia de sistemas, as ferramentas
computacionais tem sido fundamentais na organizacdo dos dados, como por exemplo bancos de
dados bioldgicos para as mais diversas areas, além de estarem em constante desenvolvimento de
novos métodos de bioanalises in silico. Posto isto, a obtencdo e organizacdo de biomarcadores da
interacdo célula-biomaterial pode guiar o processo de producdo destes, além de contribuir
sobremaneira na busca por métodos alternativos ao uso de animais de experimentacdo. Assim a
utilizacdo de banco de dados para reunir informacgdes preliminares afim de direcionar o0s
experimentos tem sido estratégia importante, uma vez que muito se tem gasto para geracdo desses
dados massivos, porém com pouco desenvolvimento de suas analises. Uma mostra da crescente
demanda na area de bioinformatica pode ser vista na Figura 6, onde uma busca simples retorna
crescimento vertiginoso na ultima década, justamente como uma resposta a analises dos dados

gerados nas eras da gendmica e proteébmica.

27



Bioinformatica
16000
14000
12000
10000

8000

6000

4000

2000 |“
o - all

1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

Figura 6: Publicagdes com o termo “bioinformatica” no periodo de 1991 a 2019. Fonte: Proprio
Autor (Janeiro 2020).

1.4.1 GSE

Dentre as estratégias dentro da tematica de bioinformatica, a anélise de enriquecimento de
conjunto de genes (GSE) trata de uma estrutura capaz de agrupar informacdes de perfis de
expressao génica em um caminho ou assinatura. O diferencial desta abordagem € o fato que, a
partir da analise de um unico gene, incluem redugdo de ruido e dimensdo, trazendo maior
interpretabilidade biolégica. A medida que os experimentos de perfis moleculares véo evoluindo,
além de apenas estudos simples de caso-controle, sdo necessarias metodologias robustas e flexiveis
de GSE que possam modelar a atividade da via dentro de conjuntos de dados altamente
heterogéneos (HANZELMANN; CASTELO; GUINNEY, 2018).

A capacidade de medir a abundancia de mRNA em escala gendmica tem levado ao
desenvolvimento de diversas ferramentas para catalogar os diversos padrdes moleculares
subjacentes aos processos bioldgicos. Os métodos GSE tornam-se uma solucdo encontrada para
auxiliar na interpretacdo e organizacdo de longas listas de genes resultantes de experimentos de
microarray, medindo e separando sistematicamente perfis moleculares que séo inerentemente
ruidosos e dificeis de interpretar. As analises de GSE se iniciam com a obtencdo de uma lista de
genes classificados, a partir de experimentos de microarray que estudem mudangas de expressao
génica entre dois grupos. Os genes sdo entdo mapeados em conjuntos de genes pré-definidos e sua
estatistica de expressao génica € resumida em uma Unica pontuagédo de enriquecimento para cada
conjunto de genes. Uma das principais vantagens destes métodos baseados em rotas é a
interpretabilidade: a funcdo do gene € exercida coletivamente e pode variar por estimulos

ambientais, modificagdes genéticas ou dependendo de estados ou niveis de doenca. Portanto, a
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organizacdo de genes em conjuntos de genes fornece um contexto mais intuitivo e estavel para
avaliar a atividade bioldgica (HANZELMANN; CASTELO; GUINNEY, 2013).

Muitas variacbes metodoldgicas dos métodos de GSE foram propostas, como estatisticas
de enriquecimento ndo paramétrico, testes de bateria e testes de conjunto de genes focados. Os
métodos de teste de bateria visam identificar conjuntos de genes que se destacam de uma grande
colecdo de caminhos anotados e assinaturas génicas. Métodos focados de testes de genes tentam
avaliar cuidadosamente alguns conjuntos de genes que séo relevantes para o experimento que esta
sendo analisado. Os métodos de GSE tem sido aplicados com sucesso em muitas condicGes
experimentais para interpretar a estrutura da via de estados biologicos, a exemplo de doenca
metabolica e cancer.

Uma distin¢do importante entre muitos dos métodos de GSE é a definicdo da hipdtese nula
que é testada. A hipotese nula de um teste declara que ndo ha diferencas entre os genes dentro e
fora do conjunto de genes. Um teste autbnomo define sua hipotese nula apenas em termos dos
genes dentro do conjunto de genes que esta sendo testado. Portanto, para um teste autbnomo em
um conjunto de genes, a expressao diferencial de apenas um de seus genes permite rejeitar a
hipotese nula de ndo haver expressdo diferencial para esse conjunto de genes (HANZELMANN;
CASTELO; GUINNEY, 2013; HUNG et al., 2012).

1.4.2 GSVA

Um outro método de GSE, apresentado pelo grupo Bioconductor e que estima a variagédo
da atividade da via sobre uma populacdo de amostra de uma maneira ndo supervisionada, ¢é
chamado de Andlise de Variacdo do Conjunto de Gene (GSVA). O GSVA calcula os escores de
enriquecimento do conjunto de genes por amostra como uma funcéo de genes dentro e fora do
conjunto de genes, de forma analoga a um teste de conjunto de genes competitivo. Além disso,
estima a variacdo do enriquecimento do conjunto de genes sobre as amostras independentemente
de qualquer rétulo de classe. Conceitualmente, essa metodologia pode ser entendida como uma
mudanga nos sistemas de coordenadas para dados de expressdo génica, de genes a conjuntos de
genes. Essa transformacéo facilita a construcdo post-hoc de modelos centrados na via, como a
identificacdo de atividade de uma via diferencial ou previsdo de sobrevivéncia. O método também
demonstrou a flexibilidade do GSVA aplicando-o aos dados de RNA-seq (HANZELMANN;
CASTELO; GUINNEY, 2013, 2018; HUNG et al., 2012).

O GSVA fornece maior sensibilidade para detectar mudangas sutis na atividade da via em
uma populacdo de amostra em comparacdo com o0s métodos correspondentes. Enquanto 0s
métodos GSE sdo geralmente considerados como pontos finais de uma analise bioinformatica, a

GSVA constitui um ponto de partida para construir modelos de biologia centrados na via. Além
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disso, 0 GSVA contribui para a necessidade atual de métodos de GSE para dados de RNA-seq. O
GSVA é um pacote de software de cddigo aberto para 0 R (HANZELMANN; CASTELO;
GUINNEY, 2018).

1.4.3 MSigDB

O banco de dados de assinaturas moleculares, sendo uma traducéo livre para Molecular
Signatures Database (MSigDB), € um dos mais amplamente utilizados quando se trabalha com
andlises para enriquecimentos de conjunto de genes. Possui em torno de 17.810 conjuntos de genes
em seu banco de dados, sendo divididos em oito colecGes principais, Hallmark — conjunto de genes
de marcacdo, incluem genes agrupados por sua localizagdo no genoma humano (C1), vias
canodnicas e assinaturas experimentais curadas a partir de publica¢des (C2), genes compartilhando
motivos cis-regulatérios a montante ou a jusante de suas sequéncias codificadoras (C3),
agrupamentos de genes co-expressos em compéndios de microarray (C4), genes agrupados de
acordo com a categoria de ontologia génica (GO) (C5), assinaturas de ativacdo da via oncogénica
(C6), e uma grande colecéo de condic¢des imunoldgicas (C7) e diversas sub-colecdes (LIBERZON
et al., 2015).

Esses conjuntos estdo disponiveis no site do MSigDB e, segundo o banco de dados, estdo

resumidos abaixo:

Colecdo H: conjuntos de genes de marcacao (Hallmark): Os conjuntos de genes Hallmark
juntos somam cerca de 50 conjuntos, resumem e representam estados ou processos bioldgicos
especificos bem definidos e exibem expressdo coerente. Esses conjuntos de genes foram gerados
por uma metodologia computacional baseada na identificacdo de sobreposicdes entre conjuntos de
genes em outras cole¢fes MSigDB e na retencdo de genes que exibem expressao coordenada. As
marcas reduzem o ruido e a redundéncia e fornecem um espago biolégico melhor delineado para
0 GSEA (LIBERZON et al., 2015);

C1: conjuntos de genes posicionais: Composto por 326 conjuntos de genes, esses conjuntos séo
correspondentes a cada cromossomo humano e cada banda citogenética que possui pelo menos um
gene. Esses conjuntos de genes podem ser Uteis na identificacdo de efeitos relacionados a delecbes
ou amplificagdes cromossémicas, compensacdo de dosagem, silenciamento epigenético e outros

efeitos regionais;

C2: conjuntos de genes curados: Sendo composto por 4762 conjuntos de genes, estes sendo

selecionados de varias fontes, como bancos de dados de caminhos on-line, literatura biomédica e
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conhecimento de especialistas em dominio. A pagina do conjunto de genes para cada conjunto de
genes lista sua origem. A colecdo C2 é dividida em duas sub-cole¢es: perturbacfes quimicas e
genéticas (CGP) e vias canonicas (CP);

CGP: perturbacbes quimicas e genéticas, o subconjunto é formado por 3433 conjuntos de genes,
estes representam assinaturas de expressdo de perturbacGes genéticas e quimicas. Alguns destes
conjuntos de genes vém em pares: conjunto de genes xxx_UP (e xxx_DN) representando genes
induzidos (e reprimidos) pela perturbacéo.

CP: este subconjunto é divido em quatro, caminhos canénicos (1329 conjuntos de genes), biocarta
(217 conjuntos de genes), KEGG (186 conjuntos de genes) e Reactome (674 conjuntos). Este
subconjunto e suas divisOes sdo referentes a banco de dados de caminho, sendo representacdes
candnicas de processos bioldgicos compilados por especialistas de dominio;

C3: Conjuntos de genes de Motif: Composto por 836 conjuntos de genes, representando alvos
potenciais de regulacdo por fatores de transcricdo ou microRNAs. Os conjuntos consistem em
genes agrupados por motivos de sequéncia curta que eles compartilham em suas regides
codificadoras ndo proteicas. Os motivos representam elementos reguladores cis conhecidos ou
provaveis em promotores e 3'-UTRs. Estes conjuntos de genes tornam possivel ligar as mudancas
em um experimento de perfil de expressdo a um elemento regulatorio cis. A colecdo C3 é dividida
em duas sub-colegdes: alvos de microRNA (MIR) e alvos de fatores de transcri¢do (TFT).

C4: conjuntos de genes computacionais: Composto por 858 conjuntos de genes computacionais
definidos pela mineracdo de grandes cole¢Oes de dados microarray orientados para o cancer. A
colecdo C4 é dividida em duas sub-cole¢des: CGN e CM.

CGN: 427 conjuntos de genes definidos por vizinhanca de expressdo centrados em 380 genes
associados ao cancer.

CM: 431 conjuntos de genes relacionados com maédulos de cancer. Resumidamente, os autores
compilaram conjuntos de genes ('mddulos’) de uma variedade de recursos, como KEGG, GO e
outros. Ao extrair um grande compéndio de dados de microarray relacionados ao cancer, eles
identificaram 456 desses modulos como significativamente alterados em uma variedade de
condicdes de cancer (SEGAL et al., 2004) .

Colecéo C5: Conjuntos de genes Gene Ontology (GO). Composto por 5917 conjuntos de genes,
nesta colecdo sdo derivados de anotacbes Gene Ontology (GO). No GO foi elaborado para
desenvolver e usar ontologias para apoiar a anotagcdo biologicamente significativa de genes e seus

produtos. Uma anotacdo GO consiste em um termo GO associado a uma referéncia especifica que
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descreve o trabalho ou a analise na qual a associagé@o entre um termo GO especifico e o produto
génico € baseado. Um produto genético pode estar associado a um ou mais termos GO, esta colecao
é dividido em trés sub-colec¢des baseadas em ontologias GO: BP, CC e MF.

Processo Biologico BP: 4436 Conjuntos de genes derivados da Ontologia do Processo Biologico
GO.

Componente Celular CC: 580 conjuntos de genes derivados da ontologia de componentes
celulares.

Funcdo Molecular MF: 901 conjuntos de genes derivados da ontologia de Funcdo Molecular.

C6: Assinaturas Oncogénicas: 189 conjuntos de genes que representam assinaturas de vias
celulares frequentemente desreguladas no cancer. A maioria das assinaturas foi gerada diretamente
a partir de dados de microarranjos do GEO do NCBI ou de experimentos internos de caracterizacao

ndo publicados envolvendo perturbacdo de genes conhecidos do cancer.

C7: assinaturas imunolégicas: 4872 conjuntos de genes que representam estados celulares e
perturbacdes dentro do sistema imunoldgico. As assinaturas foram geradas por curadoria manual

de estudos publicados em imunologia humana e de camundongos.

Por fim, esse estudo se justifica pela analise global dos eventos transcricionais envolvidos
na resposta celular a diferentes temperaturas de sintese de HA e TCP. Com seu desenvolvimento,
sobretudo através de metodologias in silico, como aquelas ja citadas aqui, um panorama melhor
sera relatado acerca dos mecanismos envolvidos com mudancas fenotipicas desses desencadeados
por esses materiais. Por outro lado, seu desenvolvimento também reforca a necessidade de
modelos alternativos aos animais de experimentacdo, uma vez que testes de biomateriais tém sido,
por anos, avaliados em modelos animais.

Estudos in silico, como esse proposto nesta dissertagédo, pode ter seus dados validados em
modelos experimentais fazendo uso de cultivo celular in vitro. Embora com limitages, modelos
bioldgicos celulares sdo amplamente empregados em diversos estudos. Com a necessidade de
testar os biomateriais e suas aplicagdes, os testes in vitro possibilitam a detecgdo precoce de
toxicidade destes e potenciais reacdes adversas, previstas internacionalmente pela 1ISO10993. Os
testes como o de toxicidade, por exemplo, é o teste base para o inicio das aplicagdes metodoldgicas

in vitro, pois busca avaliar tanto em contato direto como indireto com a célula.
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7 CONCLUSAO

Os estudos in silico vém crescendo e demonstrando importancia no direcionamento de
experimentos e na producgdo de biomateriais e, quando unidos a processos de validacao através de
cultivo celular, propde-se uma nova estratégia de bioanalise, diminuindo e otimizando
procedimentos com experimentacdo animal, trazendo impacto ético e econémico ao

desenvolvimento de biomateriais.
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