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RESUMO

Modelos in vitro tém facilitado a andlise da fisiologia celular sob condicGes
experimentais diversas; trata-se de modelo alternativo ao uso de animais de
experimentacao, que vem sendo difundido e aceito amplamente em pesquisa cientifica.
Além disso, estes modelos tém levado a avancos significativos na compreensdo das
interagbes mutuas e adaptativas entre células e substratos. Neste trabalho, nosso
objetivo foi analisar eventos moleculares responsaveis pela adaptacdo de pre-
osteoblastos em substrato organico composto por componentes da Matriz Extracelular
(MEC), sob condicdo de diferenciagdo celular. Metodologicamente, pré-osteoblastos
(MC3T3-E1 50x10° células/ml) foram semeados sobre uma fina camada de Matrigel®
gelificada e mantidos por 10 dias (37°C, 5% de CO2 em ambiente imido) sob condi¢do
de diferenciacdo (meio de cultivo contendo 50 pg de acido ascoérbico e 10 mM de R-
glicerofosfato), com renovacdo do meio de cultivo a cada 3 dias. AlteracGes
morfoldgicas foram monitoradas em microscopio invertido e mecanismos moleculares
acompanhados pela analise global da atividade de quinases, através de arranjo de
peptideos  (Pepchip). Curiosamente, nossos resultados mostraram mudancas
morfoldgicas significantes durante adaptacédo celular as quais foram acompanhadas pela
atuacdo de vias de sinalizacdo celular distintas, responsaveis pela sobrevivéncia (Eixo
PI3K-Akt) e proliferacdo (Eixo Retinoblastoma-ciclinas) celulares, além de proteinas
envolvidas com metabolismo energético e comunicacdo inter-celulares. Em geral,
nossos resultados revelam mapa metabolico especifico para adaptacdo de osteoblastos

em scaffolds organicos, revelando caracteristicas fenotipicas.

Palavras chave: Osteoblasto, Matriz Extracelular (MEC), Adeséo, Fendtipo, Quinases,

Biomateriais.
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ABSTRACT

In vitro models have been proposed to analyze cellular physiology under various
experimental conditions. It is an alternative model instead using experimental animals
that have been widespread and widely accepted in scientific research. Moreover, it has
led to significant advances in the understanding of mutual and adaptive interactions
between cells and substrates. In this work, our aim was to analyze adaptive events of
osteoblasts cultured on an organic substrate composed by components of the
extracellular matrix (ECM) in the first 10 days of cultivation on differentiation
condition. Methodologically, pre-osteoblasts (MC3T3-E1 pre-osteoblasts, 50x103 cells
/ ml) were seeded on a thin gelified Matrigel® layer and maintained for 10 days under
standard cell culture conditions (37 ° C, 5% CO2 in a humid environment) under
differentiation conditions (culture media containing 50 ug of ascorbic acid and 10 mM
beta-glycerophosphate). The culture medium was changed every 3 days. Morphological
changes were monitored using an inverted microscope and molecular mechanisms
followed by comprehensive analysis of kinase activity by peptides arrangement
(Pepchip). Interestingly, our results showed significant morphological changes during
cell adaptation which were accompanied by distinct signaling pathways involving
proteins responsible for survival (PI3K-Akt axis) and cell proliferation
(Retinoblastoma-cyclins axis), in addition of proteins involved in energy metabolism
and cellular communication. Overall, our results reveal specific metabolic map to

osteoblasts adaptation in organic substrates and affects the phenotypic characteristics.

Keywords: Osteoblast, Extracellular Matrix (ECM), Adhesion, Phenotype, Kinases,

Biomaterials.
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1 LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

a-MEN Meio de cultura (Minimum Essential Medium)
3p-p-ATP Beta ATP radioativo

ADP Adenosina difosfato

Akt Proteina quinase B

ALP Fosfatase Alcalina

ATP Adenosina trifosfato

BMP Proteina morfogénica do 0sso

c-Myb Fator de transcricao

CO2 Dioxido de Carbono

DMSO Dimetilsulfoxido

DP Desvio Padréo

ECL Eletroquimioluminescéncia

EGTA Acido tetracético de etileno-glicol

FAK Quinase de adesdo focal

FC Fold Change

H20 Agua

HCI Acido Cloridrico

MAPK Proteina quinase ativada por mitdgenos
MAPKp38 Proteina de ligacao especifica de citocinas
MC3T3-E1 Linhagem celular de osteoblastos de rato
MEC Membrana Extracelular

MqgCl; Cloreto de Magnésio

Min Minuto

ml Mililitro

mM Milimolar

MO Meio Osteogénico

mTOR Mammalian target of rapamycin

MTT Reagente brometo de [3(4,5-demetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolium]
NaCl

Cloreto de Sédio
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Fluoreto de Sodio

Nanomolar

Substrato Fosforilado

Solucao salina tamponada em fosfato (phosphate buffered saline)

Potencial hidrogeniénico

Fosfoinositideo 3-quinase (phosphatidylinositide 3-kinases)

p-nitrofenil-fosfato

Proteina Fosfatase 2A

Phosphatase and tensin homolog

Proteina Tirosina Fosfatase

Fluoreto de polivinilideno

Retinoblastoma

Rotac¢des por minuto

Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Soro Fetal Bovino

Proteina tirosina fosfatase

Proteina quinase (Proto-oncogene tyrosine)

Caldo de soja triptona (tryptic soy broth)

Fator transformador de crescimento-Beta (transforming growth

Cloreto de Zinco
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4 INTRODUCAO

4.1 Consideracdes iniciais

A matriz extracelular (MEC) é um componente importante no estabelecimento do
nicho celular, proporcionando suporte fisico para as células e integridade dos tecidos
(Paiva et al., 2009; Paiva & Granjeiro, 2014), devido principalmente ao fato de que
células especificas (tais como condrocitos, ostedcitos e fibroblastos) estarem
completamente cercadas pelos seus componentes (Rhee 2009; Zambuzzi et al., 2009;
van der Eerden, Teti & Zambuzzi, 2014) e mantidas por uma grande variedade de sitios
de ligacdo de interacdo celula-matriz, controlando a plasticidade e remodelacdo de
tecidos especificos (Rhee 2009; Kural & Billiar 2013). Nesse sentido o estudo da MEC
evoluiu de um elemento meramente de sustentacdo e preenchimento de espaco tecidual
para uma interface envolvida no controle ativo das atividades celulares e funcdo dos

tecidos, envolvida com seu metabolismo e adaptacéo.

Sua composicao de proteinas e a dindmica celular é de importancia crucial para
o funcionamento saudavel e manutencdo da homeostase celular (Paiva et al., 2009;
Oliveira et al.,, 2010). Devido a estas caracteristicas marcantes, os diferentes
componentes da MEC tém sido amplamente exploradas como modelos fisioldgicos
ideais para a analise de interagbes célula-matriz em detrimento a cultura de tecido
tradicional em polimero (Kural & Billiar, 2013). Neste cenario, modelos biocompativeis
para engenharia de tecidos requer uma compreensao profunda das interagdes entre
células e matriz extracelular do tecido de interesse (McAllister & Haghighat 2007;
Zambuzzi et al., 2011; Zambuzzi et al., 2012; van der Eerden, Teti & Zambuzzi, 2014).

Sinalizacdo disparada pela interacdo célula-célula é a principal estratégia do
desenvolvimento de embribes de vertebrados, os quais coordenam proliferacéo,

diferenciacéo, sobrevivéncia e morte celular.
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Em especial a fisiologia 0ssea, 0s mecanismos moleculares que controlam o equilibrio
entre 0s varios tipos de células no osso (van der Eerden, Teti & Zambuzzi, 2014), bem
como a sua atividade em relacdo a deposicdo e reabsorcdo de elementos da matriz
permanecem apenas parcialmente entendidas, ja que ha uma falta de informacéo sobre
0s mecanismos moleculares de conducdo e adaptacdo dos osteoblastos em substratos a

base de componentes da MEC.

Por sua vez, defeitos 0sseos constituem um dos problemas mais relevantes na
area médico-odontologica. Reconstruir o tecido perdido é um dos grandes desafios de
cirurgides na area médico-odontoldgica, necessitando, muitas vezes, da utilizagdo de um
biomaterial cuja propriedade fisico-quimica e biol6gica envolva mecanismos
necessarios a regeneracdo tecidual. Nesta area, os materiais osteo-substitutos constituem
uma das mais comuns e antigas formas de terapia regenerativa (McAllister &
Haghighat, 2007; Kao & Scott, 2007; Ye et al., 2012).

Até o presente, porém, ndo ha material sintético que relna as propriedades
ofertadas pelo material autdgeno, conhecidamente como material ideal e, diante desta
problemética, pilares da medicina regenerativa e bioengenharia de tecidos, torna-se
evidente a necessidade de explorar mecanismos biolégicos responsaveis pela interacdo
de osteoblastos sobre diferentes biomaterais, a fim de se conhecer a biologia destes
eventos (Zambuzzi et al., 2011; Pattanaik et al., 2012).

4.2 Principios Gerais da Regeneracdo Ossea

A cicatrizacdo dos tecidos constitui uma resposta comum a varios tipos de
agressoes teciduais, visando o restabelecimento da estrutura e fungdo. Trata-se de um
mecanismo multifatorial e que pode ocorrer por dois processos: regeneragédo e
reparagdo. (Blumenthal et al., 2003; Min et al., 2011; Aspenberg, 2013).

O termo regeneracdo refere-se a reconstituicdo ad integrum dos tecidos
danificados com base na proliferagcdo e completa diferenciacdo, estabelecendo as

propriedades teciduais originais.
Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
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Deste modo, 0 novo tecido tera caracteristicas morfoldgicas e propriedades funcionais
que ndo se distinguem do tecido primitivo (Polimeni et al., 2009; Stavropoulos e
Wikesjo, 2012; Dickinson et al., 2013). Por outro lado, o processo de reparagdo consiste
numa reconstrucdo incompleta, substituindo os tecidos perdidos pela formacgdo de um
tecido conjuntivo fibroso que resulta geralmente numa cicatriz (Wikesjo et al., 1992;
Koo et al., 2005; Evans, 2013), ndo trazendo de volta suas propriedades funcionais.
Considera-se hoje prioritario regenerar e ndo reparar, reconstruindo a forma e

restaurando sua funcéo.

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas para aplicacdo em engenharia de
tecidos estabelece uma triade constituida por elementos basicos sinérgicos, a saber:

1. Células: componentes figurados capazes de uma resposta eficaz (Paschos et al.,
2014; Mine et al., 2014);

2. Moléculas de sinalizacdo (Fatores troficos): capacidade de estimular células
de modo guiado (Eom et al., 2014; Cao et al., 2014; Carreira et al., 2015);

3. Scaffolds: Matrizes de suporte (biomateriais) capazes de guiar e apoiar a
formagéo do tecido neoformado (Salgado et al., 2004; Mikos et al., 2006; Shih
et al., 2014; Zambuzzi et al., 2014).

Atualmente, a Medicina Regenerativa tem ganhado merecido destaque por
oferecer alternativas terapéuticas sofisticadas e multifatoriais, visando regenerar o
tecido lesado ou totalmente perdido (Robinton & Daley, 2012, Ravindran & George,
2014; Rezza et al., 2014). E de comum entendimento que enxertos 0sseos S0
requeridos para o tratamento de perdas Osseas de origem traumatica ou patoldgica
(Santos et al., 2013). Hoje o padrdo de tratamento é o 0sso autdgeno, obtido de areas
intra-orais e da crista iliaca, o que reflete em uma significativa morbidade e custo para o
paciente, além de afetar diretamente sistema de saude publico. Torna-se, assim,
imprescindivel o desenvolvimento e avaliagdo de protocolos clinicos inteligentes
capazes de estimular as células osteoprogenitoras que permitam mimetizar aquelas
caracteristicas osteogénicas do enxerto autdgeno.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pés-Graduagdo

Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

13

A

PG-BGA



\V
@) Avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
u ne sp W' 4(LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Por fim, sabe-se que as caracteristicas da superficie do biomaterial influenciam
enormemente a atividade celular (Zang et al., 2012; Zambuzzi et al., 2014) e a
integracdo célula-material (p. ex, formacdo de componentes de adesdao focal e
organizacdo do citoesqueleto com efeitos no comportamento de osteoblastos). Desta
forma, conhecer os mecanismos moleculares envolvidos na adaptacdo de osteoblastos
em substratos diversos faz-se necessario, visto que parametros bioldgicos adicionais
agregam novas caracteristicas durante o desenvolvimento de novos materiais,
aumentando o desempenho do material, diminuicdo do tempo de reabilitacdo do
paciente, etc (Gemini-Piperni et al., 2014). Este tema tem sido explorado pelo nosso

grupo nos ultimos anos, buscando conhecer a identidade molecular dos biomateriais.

Biomateriais sdo materiais desenvolvidos para uso em areas da saude com
finalidade de substituir parte da matéria viva cuja fungdo foi perdida. Inclui qualquer
substancia sintética ou natural que possa ser usada como tratamento para substituicdo
total ou parcial de qualquer tecido, 6rgdo ou organismo (Huebsch & Mooney. 2009).
Dentre as caracteristicas essenciais desses materiais estdo a biocompatibilidade com o
tecido e baixa toxicidade. Os mais requisitados no mercado atual sdo os polimeros, 0s
ceramicos e 0s metélicos, pois podem tanto substituir o tecido vivo sem func¢do, como

também estimular o crescimento de um novo tecido aposto a este.

Para que um material exerca sua funcdo em processos regenerativos €
imperativo que se conheca seu reflexo biolégico em células durante mecanismos
plasticos de adaptacdo. Estes mecanismos envolvem etapas fenotipicas importantes, tais

como adesdo, proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte celular.
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4.3 Adesao de Osteoblastos Sobre Biomateriais: Primeiro Passo para
Regeneracado Tecidual

Atualmente, a adesdo celular € alvo de intensa pesquisa em diferentes processos
bioldgicos, desde mecanismos responsaveis pela migracdo celular e estabelecimento de
metastase de células tumorais, até a interacdo de células com biomateriais. Recentes
estudos tém demonstrado que a adesdo celular participa de maneira ativa na regulacao

da diferenciacéo, proliferacdo e apoptose (Gemini-Piperni et al., 2014).

Durante o reparo de lesdes 6sseas usando biomateriais, sabe-se que a perfeita
interacdo de osteoblastos na superficie destes garante sua rapida osteointegracéo,
principalmente pelos processos sequenciais de proliferacdo e diferenciagdo. Estes
mecanismos celulares s&o rigorosamente controlados por mecanismos de transducdo de
sinais, 0s quais respondem a estimulos diversos, como as propriedades quimicas e
fisicas das superficies de materiais (Bertazzo et al., 2009; Bertazzo et al., 2010, Zang et
al., 2012).

Neste sentido, temos centrado esforcos em conhecer 0s mecanismos de
transducdo de sinais que regem a adesdo de osteoblastos sobre superficies fisico-
qguimicamente conhecidas, para que possam servir de parametros de analises para outros
testes, onde ndo se conhece a capacidade adesiva de determinados materiais. Em estudo
recente, NOsSsO grupo mostrou que nas primeiras 2 horas pos-plaqueamento o
metabolismo dos osteoblastos culmina em diferentes vias de sinalizacdo responsaveis
pelo rearranjo do citoesqueleto, com sinais oriundos da ativacdo de proteinas como
MAPKp38 e FAK (Zambuzzi et al., 2009), ativadas atraves da cascata de sinalizagéo
celular proveniente da ativacdo de integrinas (Fig. 1). Embora algum progresso tenha
sido alcangado neste sentido, muito ainda precisa ser descoberto sobre estes
mecanismos em outras condigdes, para que haja uma transferéncia direcionada de

conhecimento ao setor de desenvolvimento de materiais.
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4.4 Metabolismo Celular

Metabolismo celular refere-se ao conjunto de rea¢des bioquimicas necessario para
adaptacdo celular. A regulacdo do metabolismo € fundamental para que um organismo
possa responder de modo répido e eficiente a variagcbes das condigdes ambientais,
nutricionais ou ainda a condic¢Oes adversas como traumas e patologias. A regulacéo
metabolica é feita pela modulacdo de enzimas regulatorias em processos metabolicos-
chaves, de tal modo que se possa ativar ou inibir reacdes quimicas especificas para cada
situacdo resultando em respostas biologicas adequadas. Para garantir a eficiéncia
necessaria, 0 organismo langa méo de varios tipos de regulacdo enzimatica que podem

ocorrer simultaneamente.

A regulacdo da fungdo de proteinas ocorre por varios mecanismos tais como
controle da expressdo génica, compartimentalizacdo, moduladores alostéricos, interacdo
proteina-proteina e/ou modulacdo covalente, como € o caso da fosforilacdo em residuos
de aminodcidos especificos. Em relacdo a fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas,
catalisada por proteinas quinases e fosfatases respectivamente, refere-se ao principal
mecanismo de regulagdo transiente de proteinas sinalizadoras. Portanto, estas duas
familias de enzimas desempenham papel de destaque no metabolismo celular através do
controle de vias de transducdo de sinais. Na biologia, transducdo de sinal pode ser
definida como um processo finamente regulado que permite que todo tipo celular seja
capaz de responder a agentes especificos presentes no seu microambiente, culminando
em diferentes respostas, como diferenciacdo, proliferacdo, migracdo, adesé&o,
sobrevivéncia ou morte. Em outras palavras, os mecanismos de transducdo de sinais se
referem ao movimento de sinais de fora para dentro da célula, levando uma resposta

direta através de cascatas de fosforilacdo (inibig&o e/ou ativacgéo de proteinas).

Assim, mecanismos de transducéo de sinais desempenham papéis cruciais para
0 bom funcionamento do organismo, uma vez que S&0 essenciais para a comunicagao
célula-célula, resposta celular ao ambiente, homeostase intracelular, etc. De um modo
geral, a transducdo de sinal em organismos multicelulares é crucial para regular suas
respostas fisioldgicas frente a eventos externos determinados.
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Este mecanismo pode ser simples, como a resposta a acetilcolina, onde seus receptores
constituem canais que, mediante interagdo com o ligante, permite 0 movimento de ions
e altera o potencial elétrico destas células; ou mais complexos, quando ha
ativacdo/inibicdo de proteinas por modificacfes covalentes. Estas modificacdes sdo, em
maioria, frutos de fosforilagbes sitio-especificas de proteinas, acoplando as interacfes
receptor-ligante a outros muitos eventos intracelulares em forma de cascatas de

ativacao/inibigéao.

4.5 Quinases e Fosfatases: Ativacao transiente de vias depende do balanco de
fosforilacdo

As células eucaritticas respondem aos diversos estimulos do microambiente
através da modulacdo de vias de transducdo de sinais, a qual é dependente da
modificacdo pos-traducdo de proteinas. Dentre as diferentes modificacdes pos-traducao,
a fosforilacdo/desfosforilacdo € a principal forma de modulacdo covalente rapida e
reversivel de proteinas (Manning et al., 2002; Alonso et al., 2004). A fosforilacdo de
uma proteina pode criar um novo sitio de reconhecimento para interagdes proteina-
proteina, controlar a estabilidade proteica e, mais importante, pode regular a atividade

enzimatica.

Mecanismo de ativacdo transiente de proteinas perfaz uma estratégia natural
capaz de modificar covalentemente proteinas-alvo, alterando sua estrutura
tridimensional de acordo com suas demandas. Estes mecanismos promovem a
atividade/inibicdo de enzimas regendo o tempo e direcdo de determinadas cascatas de
sinais. Neste cendrio, quinases sdo as proteinas responsaveis pela incorporacdo do
grupamento fosfato em seus substratos fisiol6gicos, modulando sua atividade. E
condi¢cdo sine qua non o gasto de ATP, molécula responsavel pela “doagdo” do
grupamento fosfato. Em outras palavras, podemos assumir que as quinases, de uma
forma geral, sdo transferases responsaveis pela transferéncia de fosfato (grupamento
fosforil) da molécula de ATP para residuos especificos de seus substratos: tirosina e

serina/treonina.
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Desta forma, a fosforilagdo de residuos de tirosina, serina e/ou treonina
mediada pelo balango entre a acdo de proteinas quinases e proteinas fosfatases (Figura
1), é reconhecidamente crucial na geracdo e regulacdo de sinais necessarios para a
sobrevivéncia, proliferacéo, diferenciacdo e morte celulares. Nesse contexto, mudancas
anormais na atividade dessas enzimas podem proporcionar consequéncias graves, que
incluem neoplasias, diabetes, obesidade, inflamacdo, doencas imunoldgicas, neuro-

degenerativas e doencas parasitarias (Ferreira et al., 2006).
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Figura 1: Mecanismos intracelulares decorrentes da adesio celular. A) Note os papéis
antagOnicos de quinases e fosfatases: Enquanto as quinases transferem um grupamento fosfato
do ATP para seu substrato fisiolégico, gerando um produto fosforilado e ADP, as fosfatases
fazem justamente o papel inverso, desfosforilando moléculas fosforiladas. Este mecanismo ¢
finamente regulado e utilizado pelos mecanismos de transdugdo de sinais intracelulares. Em
outras palavras, as células utilizam estas modificagdes covalentes pos-traducionais para regular
as cascatas de sinalizag¢do, bem como definir seu tempo de a¢do. B) Note-se que as integrinas
ligam o ambiente extracelular com o citoesqueleto, ancorando as células. Apos a ativacdo das
integrinas, moléculas de sinalizagdo sdo recrutadas para estruturas de adesdo focal que
promovem a fosforilagdo de FAK, Src, paxilina e, ao final desta cascata, a cofilina. Em resposta
a estimulos, cofilina promove a regeneracdo dos filamentos de actina, rearranjando-os. Estas
alterag¢Ges do citoesqueleto sdo responsaveis por adaptagdes celulares a superficies diferentes.
Fonte: adaptado de Zambuzzi et al., 2011.
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4.6 Conceito Quinoma

O quinoma corresponde ao complemento funcional do proteoma, através de
enzimas capazes de fosforilar, as quinases (Gomase & Tagore, 2008). Manning et al.
identificaram 518 genes no genoma humano que codificam proteinas contendo
dominios cataliticos quinasicos. Esses genes foram classificados em duas familias
principais: ePK e aPK. A primeira agrupa todas as enzimas que possuem o dominio

catalitico das quinases de eucariotos, correspondendo a 478 genes.

A segunda familia contém todas as quinases que ndo possuem esse dominio,
mas que apresentam atividade quindsica, sendo, portanto, chamadas de atipicas e
totalizando 40 genes. Como cada uma das 518 proteinas quinases catalisa a fosforilagcdo
de um conjunto distinto de substratos, é possivel construir redes complexas interligando

a atividade de uma quinase a toda uma cascata de reacdes e a uma resposta celular.

Classicamente, as reacdes de fosforilacdo sdo estudadas por métodos
bioquimicos bastante laboriosos, como mapeamento de peptideos, analise de
fosfoaminodcidos e purificagdo de quinases. Apesar de essas técnicas terem permitido a
obtencdo de informacbes previamente indisponiveis e ainda hoje apresentarem
utilidade, o desafio que se apresenta no mapeamento das redes de sinalizacdo
protagonizadas pelas enzimas integrantes do quinoma possui uma escala que demanda o

uso combinado de diferentes técnicas (Johnson & Hunter, 2005; Milani et al., 2010).

Uma delas, o screening via arranjo de proteinas, é capaz de responder ndo s
qual é o substrato que uma determinada quinase é capaz de fosforilar, mas quais sao as
quinases expressas e ativas numa determinada condigéo celular, o que permite associar
as vias de sinalizacdo ativas numa célula com os processos bioldgicos apresentados por

ela. Essa abordagem busca integrar varios eventos celulares envolvendo quinases
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considerando que o conjunto deles é responsavel pelo fenétipo celular, culminando

numa abordagem sistémica da sinalizagéo celular (Milani et al., 2010).

Assim, nos exploramos um modelo tridimensional in vitro usando Matrigel® a
37°C. Em primeiro lugar, os nossos resultados mostraram que este modelo in vitro
provocou alteracdes morfologicas drasticas nos osteoblastos. Depois disso, cultivando
0s pré-osteoblastos neste modelo por 10 dias, decidimos estudar as vias moleculares
globais envolvidas, explorando o conceito quinoma dessas células utilizando agregados
peptidicos que exibem mais de 1000 substratos de quinase diferentes e criando, assim,
as descricBes completas das redes quindmicas envolvidas com a plasticidade celular
durante adaptacdo em substratos organicos. Do nosso ponto de vista, estes resultados

abrem novos caminhos para entender as alteragdes morfol6gicas em osteoblastos.

Uma via molecular e pode ser explorado para compreender 0s requisitos
morfolégicos necessarios durante a adaptacdo dos osteoblastos em substratos
tridimensionais. Além disso, estes resultados podem apoiar o desenvolvimento de novos
biomateriais servindo como um modelo versatil para desconstruir a complexidade das

interacdes célula-MEC naturais no 0sso.
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10 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados levam-nos a concluir que os eventos celulares
de adaptagdo ao substrato colagénico (scaffold) ¢ determinado por um conjunto

especifico de proteinas intracelulares, estabelecendo um mapa metabdlico distinto.
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