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RESUMO

Com o aumento progressivo da expectativa de vida da populacao, defeitos dsseos se
tornou um problema de saude publica. Por sua vez, o sistema esquelético abriga um
conjunto de células que, de maneira hierarquica, sustentam a formagdo do osso ao
longo da vida, sendo sua capacidade regenerativa comprometida durante o processo
de envelhecimento. Com o aumento da expectativa de vida, a populagao idosa vem
crescendo nos Ultimos anos e com ela o aumento eminente de fraturas 6sseas. Sabe-
se que o desenvolvimento e regeneracdo dsseos sao eventos complexos e controlados
por mecanismos paracrinos de sinalizagdo intercelulares, destacando que a
osteogénese esta acoplada, principalmente, a angiogénese. Embora relatado, este
mecanismo de comunicacao entre células endoteliais e células osteoprogenitoras ndo
estd bem elucidado, sobretudo considerando o repertério de moléculas troficas
envolvidas. A fim de compreender melhor estes mecanismos, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver metodologias capazes de mimetizar o microambiente
endotelial-6sseo, bem como desvendar eventos acoplados entre os diferentes tipos
celulares envolvidos no processo, sobretudo gerando tecido endotelial in vitro,
equivalente ao original. Para isso, fizemos uso de células humanas primarias, as quais
foram submetidas a diferentes protocolos experimentais, onde a mesma densidade
de celulas endoteliais arterial (HCAEC) e venosa (HUVEC) e de musculatura lisa
(AoSMC) (cultivo misto) foi plaqueada em tubos conicos sem tratamento e, apds 72
horas, os esferdides gerados foram tecnicamente processados para caracterizacao
bioquimica (expressdao das proteinas CD31 e o-SMA pelas células endoteliais e
musculares lisa, respectivamente), estrutural (através de microscopia eletronica) e
morfoldgica (avaliagdes histologicas). Os resultados obtidos demonstram uma
sequéncia experimental capaz de gerar esferdides de tecido endotelial com
propriedades funcionais. Como nota, essas analises preliminares mostram uma
concentracdo de células endoteliais (positivas para CD31") ao centro do esferdide,
enquanto células de musculatura lisa concentram-se perifericamente (positivas para
a-SMA), estabelecendo uma distribuicdo hierarquica-estrutural entre as duas
linhagens primarias. Os dados moleculares aqui obtidos evidenciam que estes eventos
de homeostase do tecido requerem processamento de microRNAs (miRs) e
envolvimento do fator indutor de hipdxia (HIF-1a), o qual foi significantemente mais
expresso por células de musculatura lisa, localizada na periferia do tecido gerado. Os
resultados mostram ainda que os esferdides gerados expressam biomarcadores
osteogénicos (RUNX 2, OTX, ALP), podendo, assim, contribuir com eventos de
diferenciacdo osteoblastica. Variando estratégias experimentais através da
modulacdo da atividade de HIF-1a, mostramos haver efeito diferencial entre
esferoides arteriais e venosos, em processos de diferenciacao osteoblastica a partir de
células indiferenciadas (CTM-MS). Em conjunto, os dados demonstram que a
metodologia investigada fornece um fluxo experimental capaz de gerar um modelo de
cultura 3D de tecido equivalente endotelial venoso e arterial, com propriedades
celulares, bioquimicas e ultra-estruturais definidas, capazes de contribuirem
paracrinamente com a fendtipo osteogénico com envolvimento dindmico e diferencial
de HIF-1a.

Palavras-Chave: Osso; Células Osseas; Células Endoteliais; Tecido dsseo; Esferodide.
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ABSTRACT

With the progressive increase in the life expectancy of the population, bone defects
became a public health problem. In turn, the skeletal system houses a set of cells that,
in a hierarchical way, support the formation of the bone throughout life, and its
regenerative capacity is compromised during the aging process. With the increase in
life expectancy, the elderly population has been increasing in recent years and with it
the eminent increase of bone fractures. It is known that bone development and
regeneration are complex events and controlled by paracrine mechanisms of
intercellular signaling, emphasizing that osteogenesis is mainly coupled with
angiogenesis. Although reported, this mechanism of crosstalk between endothelial
cells and osteoprogenitor cells is not well elucidated, especially considering the
repertoire of involved trophic molecules. In order to better understand these
mechanisms, the objective of this work was to develop methodologies capable of
mimicking the endothelial-bony microenvironment, as well as unveiling the coupled
events between the different cell types involved in the process, especially generating
endothelial tissue in vitro, equivalent to the original one. For this, we used primary
human cells, which were submitted to different experimental protocols, where the
same density of arterial (HCAEC) and venous (HUVEC) endothelial cells and smooth
muscle cell (AoSMC) (mixed culture) were plated in tubes (s), and after 72 hours the
generated spheroids were technically processed for biochemical characterization
(expression of CD31 and a-SMA proteins by smooth muscle and endothelial cells,
respectively), structural (through electron microscopy) and morphological
(histological evaluations). The results obtained demonstrate an experimental
sequence capable of generating endothelial tissue spheroids with functional
properties. As a note, these preliminary analyzes show a concentration of endothelial
cells (positive for CD31) at the center of the spheroid, while smooth muscle cells
concentrate peripherally (positive for a-SMA), establishing a hierarchical-structural
distribution between the two primary lineages . The molecular data obtained here
evidenced that these tissue homeostasis events require the processing of microRNAs
(miRs) and involvement of the hypoxia inducing factor (HIF-1a), which was
significantly more expressed by smooth muscle cells located at the periphery of the
tissue generated. The results also show that the generated spheroids express
osteogenic biomarkers (RUNX 2, OTX, ALP), thus contributing to osteoblastic
differentiation events. By varying experimental strategies by modulating the activity
of HIF-1a, we show a differential effect between arterial and venous spheroids in
processes of osteoblastic differentiation from undifferentiated cells (CTM-MS).
Together, the datas demonstrate that the methodology investigated provides an
experimental flow capable of generating a model of 3D culture of venous and arterial
equivalent endothelial tissue, with defined cellular, biochemical and ultrastructural
properties, capable of contributing in a way to the osteogenic phenotype with
dynamic and differential involvement of HIF-1a.

Keywords: Bone; Bone cells; Endothelial Cells; Bone tissue; Spheroids
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1.  INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tecido altamente especializado, abrigando um conjunto
de células que, de maneira hierarquica, sustentam a formag¢ao do osso ao longo da
vida, sendo sua capacidade regenerativa comprometida durante o processo de
envelhecimento. Com o aumento progressivo da expectativa de vida da populagao,
defeitos dsseos e fraturas se tornaram um problema de saude publica crescente. O

processo de reparo 0sseo é extremamente complexo e pode ser dividido em trés

estagios principais: 1. fase inflamatodria, que se inicia imediatamente apos a fratura,

(Dyce et al., 2004);2. a fase de reparo, que apresenta como caracteristica mais

evidente a proliferacdo de células precursoras de osteoblastos do peridsteo,
responsaveis em depositar uma matriz intercelular de colageno e polissacarideos que
se torna, posteriormente, “scaffold” para deposito de sais de calcio, formando assim,
um tecido neoformado (Di Toro, et. al. 2004); e, 3. a cicatrizacdo, processo que
necessita da angiogénese, concomitante ao processo de osteogénese (Grivas, et. al.

2019).

Sabe-se que todo esse processo de regeneracdo requer, sistemicamente, a
sincronia de diferentes tipos celulares capazes de recuperar o tecido perdido,
trazendo-o de volta as caracteristicas originais. Neste sentido, tem-se mostrado que
durante mecanismos de osteogénese ha sincronia entre células endoteliais e
osteoprogenitoras (Fig.1), porém pouco ainda se sabe acerca do repertorio
protedmico envolvido neste contexto caracterizado como o acoplamento desses dois

eventos (angiogénese — osteogénese).
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Figura 1: Representacdo esquematica da participacdo direta do endotélio com um novo tipo
celular definido como tipo H de células endoteliais localizadas no tecido 6sseo. Este tipo H de
células endoteliais secretam a proteina Noggin, a qual regula o metabolismo de osteoblastos
e condrocitos. Adaptada de le Noble & le Noble, 2014; Kusumbe et al. 2014.

Desenvolvimento e Remodelacdo dsseos

Dependendo de sua origem, o desenvolvimento dsseo ocorre de dois modos
distintos de ossificacao: 1- intramembranosa: (ossos chatos, como cranio e clavicula)
caracterizado por se desenvolver no interior de membranas do tecido conjuntivo,
onde células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos. Estes, por sua vez,
sintetizam matriz ostedide (matriz dssea recém-sintetizada), que se mineralizam, e
sequestram osteoblastos secretores na matriz sintetizada, originando os osteocitos.
Varios desses centros de ossificagdo acontecem simultaneamente dentro de uma
membrana de tecido conjuntivo. Desse modo, as estruturas osseas formadas ddo
aspecto esponjoso ao 0sso, propiciando a penetracdo de vasos sanguineos nessas
cavidades formadas, originando a medula 6ssea (Sanverdi, SE, et. al. 2015); e 2 —
Endocondral: (exemplo: fémur) ocorre através da ossificacdo de uma cartilagem
hialina, utilizada aqui como molde, que tem formato similar ao aspecto désseo final. Na
primeira etapa do processo, a cartilagem sofre alteragdes, com hipertrofia e morte
dos condrdcitos; reducao e calcificagdo da matriz cartilaginosa, sequidas de apoptose
dos condrdcitos. As cavidades deixadas pela morte dos condrdcitos sao invadidas por
capilares sanguineos, que trardao células mesenquimais indiferenciadas do tecido

conjuntivo adjacente para o interior da estrutura dssea recém formada.



Essas células se diferenciardo em osteoblastos, e passarao a secretar matriz
ossea (Kronenberg, 2003). Apesar de suas diferencas, no entanto, vascularizagdo € um
pré-requisito para os dois tipos de ossificacao (Dirckx et al., 2013; Gerber et al., 2000;

Jianetal., 2012).

Ossos adultos sdao submetidos continuamente a remodelacdo, a fim de
manter a sua integridade e estabilidade biomecanica (Chim et al, 2013). A
remodelacdo dssea ocorre em duas fases importantes: na reabsor¢do 6ssea mediada
pelos osteoclastos e na formagao de novodo osso, mediada pelos osteoblastos (Santos
& Reis, 2010; Karsenty, 2000; Barou et al., 2002). Este processo ocorre em estruturas
especializadas chamadas de unidade de remodelacao 6ssea (BRUs) (Dirckx et al.,
2013; Thamsborg SMet al., 2001). A BRU facilita a interagao celular entre osteoblastos
e precursores de osteoclastos: onde ocorre a secrecao do ligante ativador de receptor
de NF-kB (RANKL), modulando a ativacao de células mononucleares a se agregarem e
diferenciarem em osteoclastos (Yasuda et al., 1998; Martin & Seeman, 2008; Sims &
Gooi, 2008; Henriksen et al., 2009). Como sugerido, a vascularizagdo é necessaria para
que ocorra a osteogénese. Além de exercer um papel vital durante o processo de
ossificagdo e remodelagdo dssea (Dirckx et al., 2013; Chim et al., 2013; Maes, 2013), a
angiogénese é o componente-chave durante sua repara¢do. Isto demonstra que o
desenvolvimento de vasos sanguineos nos 0ssos e osteogénese sao eventos
acoplados, o que é indicativo da presenca de um crosstalk molecular entre as células

endoteliais e osteoblasticas (Eshkar-Oren et al., 2009; Maes et al., 2010).
Angiogénese

Sabe-se que existe uma diferenca estrutural entre veias, artérias e capilares
sanguineos, porém todos estes componentes sdo responsaveis pelo transporte de
células circulantes, oxigénio, nutrientes e residuos metabodlicos, além de
desencadearem e fornecerem uma cascata de sinalizagdo “angiocrina” capaz de
controlar diversas funcdes, dentre elas o crescimento e homeostase tecidual

(Kusumbe, et al. 2014, Butter et al 2010).



O processo de formacgao de novos vasos e capilares a partir de vasos pré-
existentes caracterizado como angiogénese é complexo e abrange diversas etapas,
incluindo ativacdo de proteases para degradagdo de matriz extracelular, proliferacao,
morfogénese e maturagao de células endoteliais, além de migragao e surgimento de
extensoes vasculares através de brotamento (Profirovic et. al. 2013, Gupta& Manoj

Kumar, 2003).

Sabemos que a vascularizagdo é essencial para o desenvolvimento do
esqueleto, sobretudo em eventos bioldgicos referente ao crescimento e remodelacao
do osso (Chim et al., 2013; van der Eerden, Teti e Zambuzzi, 2014), abastecendo o
tecido de acordo com as necessidades; além da importante funcao de remogao de

residuos metabdlicos (Brandi et al., 2006; Kanczler & Oreffo, 2008).

Anatomicamente, a vasculatura de ossos longos é constituida por 4 artérias,
destacando as metafisarias, epifisarias e artérias do periosteo (Clemens, 1996). Estas
artérias entram nos ossos e atingem a cavidade medular, onde se dividem formando
as corticais e microcirculagdes da medula (Santos & Reis, 2010). No osso cortical, os
vasos alimentam os capilares Haversianos e canais de Volkmann (Laroche, 2002),
enquanto que na medula, os capilares drenam para sinusdides (Wilson & Trumpp,
2006). Estes capilares, por sua vez, unem-se para formar uma Unica vénula que segue
o percurso da arteriola e volta para o plexo pericondral (Hayashi, 1992). Um dos
componentes histoldgicos mais importantes de vasos sanguineos é o endotélio, o qual
desempenha um papel fundamental na manutencao da homeostase 6ssea, ndo sé ao
funcionar como uma barreira, mas também altamente permeavel, segregando fatores

capazes de recrutar células especiais ao osso (Brandi et al., 2006; Imai et al., 1999; Imai

etal., 1999).

Recentes estudos identificaram um novo subtipo de capilar presente no
processamento do sistema esquelético (subtipo H), com propriedades morfoldgicas,
moleculares e funcionais distintas. Eles demonstraram q