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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

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de P6s-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

A

PG-BGA



\V
@) Avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

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

Campus de Botucatu

|||||||||||||||||||||

2 LISTADE FIGURAS
Figura 1. Mecanismos intracelulares decorrentes da adesdo celular............................ 18

Figura 2. Esquematizacdo do procedimento experimental e linha do tempo
EXPEIIMENTAL ... .ot et e et e et e e a e b e e nreenraenre s 23

Figura 3. Eficaz modelo tridimensional in vitro para a obtencdo de osteoblastos com

alteragBes MOFTOIOGICAS. .......coiuiieiiieee e 28
Figura 4: Grdfico do teste de viabilidade celular....................ccccoccooeniiiiiniinininnn, 30
Figura 5: Grdfico de Fosfatase Alcaling (ALP)...............c.ccccouevevveieceeiaiaieiiesieseene, 31

Figura 6. Geragdo de perfis quinémicos responsaveis pelas alteragoes morfologicas
AOS OSTEODIASTOS. ..ottt 32

Figura 7: Distribui¢do de quinases envolvidas nos grupos avaliados.......................... 34

Figura 8: Perfis quindbmicos foram gerados através da incubacao de lisados celulares
de diferentes grupos experimentais exibindo 976 diferentes substratos de quinase com

B3P AT Pt ne e 35
Figura 9. Rede de interag@o de ProteiNas.........cocveererieeneneieeeee e 37
Figura 10. Rede de interaGao de proteinas..........cceoeiereirerereiene e 39
Figura 11. Rede de interagao de proteingas..........ccccvevveiieiieiiicieeie et 41
Figura 12. Rede de interacao de proteingas..........ccccvevveiveriiiiicieeie e 42
Figura 13. Rede de interac@o de proteing....................ccooevcuveeeiueeasieeeeiiieeiiieeniieeenneeens 44

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de P6s-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

A

PG-BGA



\V
° Ay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y&  40LIO DE MESQUITA FILHO” Fg

Campus de Botucatu

Instituto de Biociéncias.
de Botucatu - Unesp

PG-BGA
3 LISTA DE ANEXOS

Figura S1: Dados de fosforilagdo de substrato Pepchip....................ccccoevceaveenienannnn. 53
Figura S2: Mudancas de dobra logaritmicas.....................ccccoeevuveveeeeniiieeiiieeeieeeeinen, 54
Tabela 1: Peptideos consensus fosforilados com diferenca significante...................... 55

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de P6s-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br



\V
@) Avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

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

Campus de Botucatu

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.
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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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5 HIPOTESE

HO: Mecanismos intracelulares distintos ndo estdo envolvidos com a plasticidade celular
em diferentes substratos.

H1: Mecanismos intracelulares distintos estdo envolvidos com a plasticidade celular em
diferentes substratos.
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6 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi investigar as vias de transducdo de sinais
envolvidas com a adaptacio de pre-osteoblastos em scaffold organico (Matrigel®).

Especificamente analisamos:

I.  Estabelecer um modelo biolégico capaz de promover alteragdes metabodlicas de
osteoblastos;
Il.  Investigar alteracdo morfoldgica através de microscopia convencional;
I1l.  Investigar a atividade de Fosfatase Alcalina (ALP) em mecanismos de adaptagéo
celular neste modelo bioldgico;
IV. Investigar viabilidade celular através do ensaio de MTT;

V. Investigar vias de metabolismo celular através do Pepchip.
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7 MATERIAIS E METODOS

NoOs exploramos um sistema de modelo tridimensional in vitro para avaliar
alteragBes morfoldgicas de osteoblastos a fim de contrastar com perfis quinoma com o
intuito de obter uma visdo sobre as mudangas quindsicas associadas a este evento. Neste
sentido, para melhor compreensdo, a Fig. 2 mostras esquematicamente a configuragéo e

cronograma dos experimentos desenvolvidos.

; 10 Dias

> Morfologia é

Placas preparadas i
anterormente

E teract
—> Western Blot btEmclome

Figura 2. Esquematizacao do procedimento experimental e linha do tempo experimental.
A fim de avaliar a rede de proteinas de sinaliza¢do responsaveis pelas alteracdes morfologicas
dos osteoblastos cultivados em modelo tridimensional in vitro, decidimos semear as células no
Matrigel® e avaliar depois de 10 dias a adaptagdo dos osteoblastos. Com troca de meio a cada 3
dias (D3 e D6).

7.1 Reagentes.

B-Glicerofosfato, ascorbato, p-nitrofenil-fosfato (pNPP), Hematoxilina e Eosina,
DMSO foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA); meio o-
Minimum Essential Medium foi de Nutricel (Campinas, S&o Paulo, SP, Brasil);
Matrigel® foi obtido a partir da R&D (R&D Systems Inc., Minneapolis). MTT [brometo
de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difeniltetrazélio] foi de Calbiochem
(Calbiochem, San Diego, CA, EUA). Os componentes gerais de cultura de células
foram adquiridos da Boio-me (Greiner Bio-One Alemanha). Os reagentes de

imunoblotting foram adquiridos da Millipore (Millipore Corporate Headquarters,
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Billerica, MA, EUA). Anticorpos foram adquiridos a partir de Cell Signaling
Technology (Boston, MA, EUA).

7.2 Cultura de células e protocolo de aquisi¢cdo de mudanga morfologica de
osteoblastos.

MC3T3-E1, uma linhagem celular de pré-osteoblastos, subclone 4, foi obtida a
partir da ATCC (Manassas, EUA) foram cultivadas a 37°C em meio o-MEM
suplementado com 10% de fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, e 100ug/mL de
estreptomicina sob uma atmosfera de 5% de CO, umidificada. As células foram
expostas a condicdes osteogénicas [B-glicerofosfato (LOmM) + ascorbato (50 pg/mL)].
Antes do experimento, um gel foi preparado na razdo Matrigel®: o-MEM (2:1) e
utilizado para revestir as placas de Petri (100mm de diametro) ou placas de 6 pocos.
Estas placas de petri foram mantidas a 37°C durante 3h antes de cada experimento, a
fim de permitir a gelificagdo do Matrigel®. Em seguida, as células foram semeadas
(5x10* células/mL) e cultivadas durante 10 dias. O meio foi substituido a cada 3 dias.
Avaliamos 3 condicBes experimentais:

1. Os pre-osteoblastos cultivados sobre poliestireno tratado (cultura celular
convencional);

2. Células cultivadas em Matrigel® como um modelo in vitro tridimensional;

3. Pré-osteoblastos cultivados sobre Matrigel®, mas incubados com a condicdo de
diferenciacdo de osteoblastos [Meio Osteogénico (MO): tratamento classico com

50pg/ml de ascorbato + 10 mM de B-glicerofosfato].

7.3 Ensaio de viabilidade celular.

A fim de verificar a viabilidade das células, as células MC3T3-E1 (5x10*
células/mL) foram semeadas em placas de 24 pocos respeitando 0S grupos
experimentais listados durante 10 dias. Em seguida, o meio foi removido e foi
adicionado 1 mL (1 mg/mL) de MTT a cada pogo. Apds incubacdo durante 4h a 37°C, o
meio foi removido e o foi solubilizado em 1 mL de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA).
Ent&o, a placa foi agitada durante 10 min em um agitador de placas (Biotek, Winooski,

VT, EUA) e a absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas
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(Biotek, Winooski, VT, EUA).

7.4 Determinacdo da atividade de Fosfatase Alcalina (ALP).

As células MC3T3-E1 (5x10* células/mL) foram semeadas em placas de 06
pocos e cultivadas durante 10 dias, respeitando as particularidades dos grupos
experimentais. Em seguida, as células foram lavadas 1xPBS morno e o conteudo celular
incubado durante 30 min a temperatura ambiente com tamp&o de ensaio de fosfatase
alcalina (1,5M de Tris-HCI [pH 9,0], 1 mM de ZnCl, 1 mM de MgCl. e) contendo 1%
(vol/vol) Triton X-100. Os extratos celulares foram recolhidos, centrifugados e
utilizados para o ensaio da atividade enzimatica. A atividade de ALP foi determinada
utilizando 5 mM de p-nitrofenil-fosfato (pNPP) como substrato. Este resultado foi
expresso em nanomoles de produtos formados por minuto por miligrama de proteina. A
quantidade de proteina foi determinada pelo método Lowry's como modificado por
Hartree (Hartree, 1972).

7.5 Western blot.

Respeitando os periodos e grupos experimentais, osteoblastos foram lisados
utilizando um cocktail-lise [Tris 50 mM [tris (hidroximetil) aminometano]-HCI [pH
7,4], 1% (vol/vol) de Tween 20, 0,25% de desoxicolato de sodio, 150 mM de NaCl, 1
mM de EGTA (&cido tetracético de etileno-glicol ), 1 mM de O-vanadato, NaF 1 mM, +
inibidores de protease [1 pg/mL de aprotinina, 10 pg/mL de leupeptina, e 1 mM de 4-
(2-amino-etil)-benzolsulfonil-fluoreto-cloridrato], durante 2h mantido em gelo, como
descrito anteriormente (de Souza Queiroz et al., 2007, Bispo de Jesus et al., 2008).
Depois de centrifugado (1,5x10% rpm), a quantidade de proteina foi determinada usando
0 método de Lowry modificado por Hartree (Hartree, 1972). Em seguida, um volume
igual de Loading Buffer (Laemili Buffer) foi adicionado as amostras e aquecidas
durante 5 min. As proteinas foram resolvidas por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidas para membranas de fluoreto de
polivinilideno (PVDF). A partir de agora, estas membranas foram bloqueadas com 1%

de leite em po6 ou albumina de soro bovino (2,5%) em solucéo salina tamponada com
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Tris 1X isento de gordura (TBS), Tween 20 (0,05%, v/v) e incubadas durante a noite a
4°C com o anticorpo primério adequado em dilui¢6es de 1:1000.

Apbs lavagem em 3X TBS-Tween 20 (0,05%, v/v), as membranas foram incubadas com
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase durante 1h. Apds lavagem 3X em

TBS, a deteccdo foi realizada usando quimioluminescéncia aumentada (ECL).

7.6 Fosfoproteoma (Pepchip ou arranjo de peptideos).

A anélise do Fosfoproteoma foi realizada como descrito por Milani et al. (2010).
Resumidamente, osteoblastos foram lavados em PBS e lisados fazendo uso de tampéo
de lise completo ndo desnaturante. As matrizes de peptideos (Pepscan, Lelystad,
Holanda), contendo até 1024 diferentes substratos de quinase (em triplicata), foram
incubadas com lisado celular durante 2h numa estufa umidificada a 37°C contendo *3P-
B-ATP. Posteriormente, as matrizes foram lavadas em 2M NaCl, 1% de Triton-X-100,
PBS, Tween a 0,1% e H-O, onde depois as matrizes foram expostas a um fosfo-scanner
durante 72h e digitalizado em uma fosfo-Image (Fuji tempestade 860, de Stanford, GE,
EUA) para analise da intensidade dos pontos. Para a andlise, utilizando o coeficiente de
correlacdo de Spearman foi calculado para cada combinacdo de conjuntos e de
agrupamento utilizando regime de agrupamento hierdrquico Johnston. Para cada
peptideo, a média e o desvio padrdo de fosforilacdo foi determinada e representada
graficamente em uma forma hierarquica baseada em amplitude. Se apenas a fosforilagdo
de fundo estava presente, esta distribuicdo com base na amplitude pode ser descrita por
um Unico expoente. Os peptideos em que a fosforilacdo média foi de menos 1,96 vezes
0 desvio padrdo foi maior que o valor esperado descrevendo a distribuicdo de fundo,
sendo considerado como verdadeiros eventos de fosforilacdo. Também foram realizados
Testes-t heteroscedastico em cada conjunto de valores para determinar a significancia (P
<0,05).

7.7 Analise estatistica.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
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apresentados nos graficos representam as medias e 0s desvios padrdo. Dados de
viabilidade celular (avaliado por MTT) foram expressos como a média + DP de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicata. As diferencas foram consideradas
significativas quando o p<0,05. Western blots representam 3 experiéncias

independentes.

8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Um eficaz modelo tridimensional in vitro para a aquisicéo de osteoblastos
com alteragdes morfologicas.

Neste modelo, percebemos que os pré-osteoblastos cultivados sobre
poliestireno exibiram caracteristicas morfologicas tipicas de osteoblastos (Fig. 3A), mas
quando cultivadas no Matrigel® essas células apresentaram grandes mudangas
morfoldgicas (Fig. 3B), especialmente quando expostas a um meio osteogénico (Fig.
3C), onde as células apresentaram longos prolongamentos citoplasmaticos.
Normalmente, prolongamentos sao langados como estratégia de adaptacao celular; trata-
se de uma manobra biologica para identificar células vizinhas, o que impacta

sobremaneira em eventos de adesdo e diferenciacdo celular (Masuda et al., 1998).

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

27

A

PG-BGA



Avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
u nesp ' 4(LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Figura 3. Modelo tridimensional in vitro para a obtencio de osteoblastos com alteracdes
morfolégicas. Antes da experimentacdo, um gel foi preparado por mistura de Matrigel®: o -
MEM (2:1), e foi utilizado para revestir as placas de Petri (100 mm de didmetro) ou 6 placas de
pogos. Essas placas foram mantidas a 37°C durante 3h. Em seguida, as células foram semeadas
(5x10* células/ml) e cultivadas durante 10 dias. (A) Morfologia apresentada por MC3T3-El
células pré-osteoblastos cultivados em poliestireno, Matrigel® ou Matrigel®/Meio osteogénico
(OM).
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Ao verificar as alteragdes morfologicas diferencial aos diferentes grupos
analisados, decidimos investigar a viabilidade destas células pela metodologia de MTT.
Nossos resultados mostraram que houve alteracdo no perfil de atividade mitocondrial,
partindo de 100% no grupo controle para aproximadamente 80% para as células
mantidas sobre o Matrigel® e aproximadamente 60% em osteoblastos cultivados sobre
Matrigel® e sob condigdes de diferenciagdo (Fig. 4). Este perfil apontado no gréfico

pode ser encarado de 2 maneiras:

1. O modelo experimental esta afetando o metabolismo normal destas células e
promovendo morte celular;

2. O modelo experimental analisado estd afetando a uma diminui¢cdo na taxa de
prolifera¢do celular, o que pdde ter acarretado a uma significante redu¢do na

atividade mitocondrial.

Normalmente, em eventos onde a resposta metabolica ao habitat celular ¢ a
plasticidade que leva a diferenciagdo com redugdo na taxa de prolifera¢do celular. Em
outras palavras, a proliferacido e diferenciacdo celular sdo eventos biologicos
consequentes e opostos. Durante a diferenciacdo de osteoblastos, a dosagem da
atividade de Fosfatase Alcalina tem sido considerada biomarcador classico deste
mecanismo. Assim, para validar nossa hipotese da 2%. maneira (acima), decidimos dosar

a atividade de ALP nos modelos experimentais.

Nossos resultados comprovaram nossa hipotese. A Fig. S mostra que, embora
houvesse uma reducdo na atividade mitocondrial no grupo onde as células foram
cultivadas sob condicdes de diferenciacao, identificamos um aumento expressivo na
atividade de ALP (> 3,5 vezes comprado ao controle). Concluindo este ponto de
discussdo, salientamos que os mecanismos ambientais analisados neste trabalho afetam

a proliferacdo celular transitando para metabolismo de diferenciacao.
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Figura 4: Grifico do teste de viabilidade celular. Apds verificarmos mudangas morfologicas
envolvidas com a adaptacdo de osteoblastos sobre substrato organico, decidimos avaliar a
viabilidade destas células através do ensaio MTT. Células foram cultivadas por 10 dias,
respeitando os grupos experimentais e, apds este periodo, foram incubadas com o corante vital,
que avalia atividade de desidrogenases na mitocondria. Com a atividade de desidrogenases, o
sal ¢ reduzido a formazano, um corante precipitado que pode ser eluido por alcool absoluto,
como descrito em detalhes em Materiais ¢ Métodos. O grafico mostra que houve diferencga na
atividade mitocondrial, sendo que osteoblastos sob condigdo de diferenciagdo apresentaram uma
menor atividade. Esse evento pode estar envolvido com a diminui¢ao da taxa de proliferacao
celular, pré-requisito para a diferenciag@o.
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Figura 5: Grafico de Fosfatase alcalina (ALP). No tocante a diferenciacdo de osteoblastos,
sabe-se que a fosfatase alcalina desempenha fungdo de destaque e pode ser analisada como
biomarcador deste evento. Como descrito em Materiais € Métodos em maiores detalhes, as
células foram cultivadas respeitando os periodos e grupos experimentais e, apos, as células
foram lisadas com tamp@o apropriado para ensaio enzimatico, o qual fora incubado com pNPP
(substrato sintético de fosfatases) e cloreto de magnésio, cofator enzimatico da reagdo. Ensaio
de atividade de ALP foi realizada utilizando pNPP como substrato, em pH alcalino. Nossos
resultados de atividade de ALP mostra que houve diferencas significantes entre os grupos
avaliados. Este resultado corrobora com o resultado do ensaio de viabilidade celular,
apresentado na Fig. 4.
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8.2 Geracao de perfis quinébmicos de osteoblasto cultivados sobre Matrigel®.

Tendo estabelecido um modelo in vitro que permitisse aos osteoblastos
alteracbes morfoldgicas significantes, propomo-nos caracterizar em detalhe as
alteragBes bioquimicas que acompanham este evento e determinar cascatas de
transducdo de sinal. As células foram semeadas conforme grupos experimentais por 10
dias e os perfis quinoma foram gerados por incubacdo dos lisados celulares em
conjuntos experimentais de substratos (sequéncia consenso) de quinase com P-ATP-B.
Estas matrizes incorporaram quantidades substanciais de radioatividade (Figura 6) que
estd envolvida com a incorporagdo covalente da porcdo fosfato terminal do ATP em
substratos peptidicos especificos. A qualidade técnica dos perfis foi adequada, aqui
avaliada pela correlacdo de Pearson, onde a correlacdo do produto foi >0, 85 entre as
réplicas em todos os grupos experimentais (ANEXO, Figura S1). Assim, os perfis

obtidos sdo considerados validos.

Matrigel
Osteogénico

Controle Sobreposto

Figura 6. Geracdo de perfis quinémicos responsaveis pelas alteracées morfolégicas dos
osteoblastos. A figura mostra que as matrizes incorporaram quantidades substanciais de fosfato
radioativo. Apos o periodo de incubagdo com meio de reacdo, como descrito em Materiais e
Métodos, as laminas foram scaneadas e fosfo-imagens foram registradas. Os spots representam
atividade quinasica correspondente a base de dados estabelecidos em grid anteriormente
definido. No controle, os spots estdo mostrados em vermelho e no grupo onde os osteoblastos
foram tratados com MO, estdo representados em verde. Na figura a direita, encontra-se as 2
matrizes anteriormente citadas sobrepostas, onde, spots vermelhos denotam quinases envolvidas
apenas no grupo controle, spots verdes quinases envolvidas apenas no grupo tratado com MO e
spots amarelos representam quinases comumente ativadas em ambos os grupos.
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8.3 Alteracdo morfoldgica de osteoblastos esta associado a reducao de
mecanismos de transducéo de sinal celular.

Para analisar as mudancas no fosfoproteoma associado com as alteragdes
morfologicas de osteoblastos, primeiro determinamos o numero de substratos
fosforilados significativamente para cada condi¢gdo experimental. Isso foi analisado para
cada peptideo, em cada condicdo experimental (a lista completa dos resultados em

ANEXO - Tabela S1).

Observa-se que alteracdes morfologicas de osteoblastos sdo acompanhadas por
uma regulagdo substancialmente negativa de sinalizagdo celular. Considerando que as
células do grupo controle exibiram fosforilagdo de 302 substratos peptidicos, os lisados
das células cultivadas em Matrigel® sustentaram a fosforilacdo de 242 substratos. Foi
ainda mais reduzida em osteoblastos nas culturas em Matrigel® e também incubadas
com meio osteogénico, a0 mesmo tempo, resultando em um perfil de fosforilagdo em
apenas 173 substratos (Fig. 7A), os quais estavam envolvidos com comunicagao celular,
sintese e processamento de acidos nucléicos, metabolismo energéticos, processamento

de sintese de proteinas, armazenamento e transporte (Fig. 7B).
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. Comunicacao celular e transdugdo de sinal

- Sintese e processamento de dcidos nucléicos

. Metabolismo e energia
. Processamento de sintese de proteinas

. Armazenamento e fransporte

. Outros

B CONTROLE

MATRIGEL

MATRIGEL -
OSTEOGENICO

Figura 7: Distribuicio de quinases envolvidas nos grupos avaliados. Perfis quindmicos
foram gerados através da incubag@o de lisados celulares de diferentes grupos experimentais
exibindo 976 diferentes substratos de quinase com **P-B-ATP. A) utilizando a ontologia do
gene, estes substratos foram agrupados dependente a sua funcdo na fisiologica celular; B)
Diagrama de Venn de spots fosforilados.
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8.4 Fosfoproteoma diferencial durante a alteracdo morfoldgica dos osteoblastos.

Perfis das quinases foram realizados e os pontos identificados como uma
quinase responsavel pelo evento de fosforilagdo especifico, seguindo-se pelo substrato
fosforilado. FC indica a mudancga individual para cada spot colorido (Fig. 8). Nossos
resultados apontaram para 84 substratos os quais mostram uma atividade
significativamente diferencial durante alteragdes morfologicas dos osteoblastos
(p<0,05). Usando a ontologia génica fornecida pelo banco de dados de referéncia de
proteina, estes substratos foram agrupados em fungdo celular. Além disso, os substratos
foram agrupados em cascatas de fosforilacdo especifica, apontando as atividades de

quinase reguladas positiva ou negativamente durante a mudanca morfolégica dos

osteoblastos.
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Figura 8: Perfis quinoma foram gerados através da incubaciio de lisados celulares de
diferentes grupos experimentais exibindo 976 diferentes substratos de quinase com 33P-g-
ATP. A intensidade média para todas as fosforilagdes das 1024 PepChip de quinases e
substratos. Pontos coloridos identificam os pontos que apresentaram repetigdoes consistentes em
experimentos PepChip (p <0,05). Vermelho significa menos fosforilada (FC <0,5) e verde
significa mais fosforilada (FC> 1,5) do que a amostra de controle. Linhas cinzentas representam
Fold Change = 0,5; 1; 2, de cima para baixo. Pontos sdo identificados pela quinase responsavel
pelo evento de fosforilagao, seguindo-se o substrato fosforilado (indicado por "P"). FC indica a
mudanca de dobragem individual para cada mancha colorida.
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Depois disso, decidimos fazer interactomas com o intuito de construir vias

inteiras de sinalizacdo celular e identificamos vias especificas importantes, a saber:

1. Via envolvendo a proteina tirosina fosfatase SHP2. (Fig. 9) O envolvimento de PTPs

nestes eventos nos define mecanismos moleculares altamente controlados, visto que
PTPs exercem funcdo antagbdnica as vias de fosforilagdo cléassica, sdo as PTPs as
hidrolases responsaveis pela desfosforilagio de sitios especificos em residuos de
tirosina (Ferreira et al., 2006; Zambuzzi, Milani & Teti, 2010). O balanco da
fosforilagao de residuos de tirosina ¢ de extrema importancia para internalizagdo de
sinais envolvidos com interagdo célula/célula, bem como em resposta a ligantes
responsaveis pelos sinais envolvidos com proliferacao celular e sobrevivéncia (Ferreira
et al., 2006; Zambuzzi, Milani & Teti, 2010). Estes dados estdo em consonancia aos
resultados ja mostrados anteriormente neste trabalho onde mostramos que 46% das vias
envolvidas durante mecanismos de adaptacdo de osteoblastos em substratos organicos

estao relacionadas a comunicagao célula/célula.
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Figura 9. Rede de interacdo de proteinas. Representando as proteinas na via de sinalizacdo de
SHP2, extraido da base de dados NCI-Pathway (Schaefer et al., 2009). Como relevantes para a
lista de proteinas com perfis de fosforilagdo alterados (p <0, 05). Destacadas em verde sdo
proteinas a partir da lista. As proteinas sdo representadas por nomes dos genes. A rede foi
gerada por Cytoscape 3.1.1 (Su et al., 2014) com o plug-in Jepetto (Winterhalter et al., 2014).
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2. Via envolvendo a proteina Retinoblastoma (Rb). (Fig. 10A) A proteina Rb ¢ um

supressor de tumor, que desempenha um papel crucial no controle negativo do ciclo
celular. Tem sido demonstrado que a proteina Rb ¢ responsavel por um importante
ponto de controle em GI1, bloqueando a entrada na fase S e o crescimento celular
(Hutcheson, Witkiewicz & Knudsen, 2015). Neste sentido, a proteina Rb tem sido
apontada como proteina-chave em varios processos de diferenciacdo celular, incluindo
neurdnios, epiderme, melandcitos, células ciliadas, musculo e figado. A evidéncia mais
convincente da importancia de Rb na diferenciacdo celular vem de estudos de
camundongos knockout para Rb, em que as interrupgdes do gene causam a morte por Rb
no 14° dia de gestagdo, associadas a defeitos no desenvolvimento do sistema
hematopoiético e no sistema nervoso central (Lee et al., 1992). Além da diminui¢do de
Rb, nossos resultados mostram que durante a mudanca morfolégica dos osteoblastos
temos uma regulacdo negativa de quinases relacionadas com o ciclo celular, como

mostrado na Fig. 10B.

Este ¢ um ponto importante uma vez que mostramos em nosso modelo, o
aumento da atividade de ALP, um marcador da diferenciagdo de osteoblastos. Assim,
podemos associar o resultado de diferenciacdo destas células com o aumento da via de

sinalizagdo celular envolvendo Rb.
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Figura 10. Rede de interagao de proteinas. Representando as proteinas na via de "Regulacdo
da proteina do retinoblastoma", extraida do banco de dados NCI-Pathway (Schaefer et al., 2009)
como relevantes para a lista de proteinas com perfis de fosforilagdo alterados (p <0,05); (A)
destacadas em verde sdo proteinas a partir da lista. As proteinas sdo representadas por nomes de
genes. A rede foi gerada por Cytoscape 3.1.1 (Su er al, 2014) com o plugin Jepetto

(Winterhalter et al., 2014); (B) os resultados da matriz peptideo foi confirmada utilizando a
tecnologia convencional.
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Via envolvendo sinalizacao SMADZ2/3 (Fig. 11). A sinaliza¢do envolvendo o

fator de crescimento transformante-beta (TGF-B)/proteina morfogénica do osso
(BMP) estd envolvida na maioria de processos celulares ¢ vem sendo
demonstrado ser fundamentalmente importante ao longo da vida (Derynck R &
Zhang, 2003). TGF-B/BMPs s3ao reconhecidos em biologia oOssea por
desempenhar papéis na diferenciacdo de osteoblastos durante o desenvolvimento
de mamiferos e exibem fun¢des de regulagdo versateis (Carreira et al., 2014;
Carreira et al., 2015). Sinalizacdo de transdu¢do por TGF-f / BMPs ¢
especificamente dependente de vias candnicas envolvendo SMAD ou vias de
sinaliza¢do ndo-canonicas, conhecido como SMAD - independente (por exemplo
p38, via MAPK) (Carreira et al., 2014; Carreira et al., 2015). Mais uma vez,
como mostrado anteriormente, mostramos que a adaptagao celular no modelo

investigado leva a vias de sinalizacdo envolvendo a diferenciacdo celular.
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Figure 11. Rede de interacdo de proteinas. Representando as proteinas da via de “Regulagio
de sinalizagcdo do Smad2/3 nuclear", extraidos do banco de dados NCI-Pathway (Schaefer et al.,
2009) como relevantes para a lista de proteinas com perfis de fosforilacdo alterados (p <0, 05).
Destacadas em verde s&o proteinas a partir da lista. As proteinas sdo representadas por nomes
dos genes. A rede foi gerada por Cytoscape 3.1.1 (Su et al., 2014) com o plug-in Jepetto
(Winterhalter et al., 2014).
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4. Via envolvendo c-Myb (Fig. 12). c-Myb esta relacionado com a regulacdo das fases

de ciclo celular (Nakata et al., 2007). Testes usando oligonucleotideos anti-sense
mostram que c-Myb esta relacionado, além da progressao do ciclo, também em eventos
de diferenciacdo celular. A perda de c-myb durante o desenvolvimento em animais
knockouts resulta em letalidade embrionaria devido a falha da hematopoese fetal. Mais
uma vez, notamos que a modulacdo especifica de vias de sinalizacdo envolvendo vias
classicas de transdu¢do de sinais estdo envolvidas durante a adaptagdo de osteoblastos

em substratos organicos.
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Figure 12. Rede de interacdo de proteinas. Representadas as proteinas na via de "Rede do
fator de transcricdo C-MYB", extraiu-se a partir da base de dados NCI-Pathway (Schaefer et al.,
2009) como relevante para a lista de proteinas com perfis de fosforilagdo alterados (p <0,05).
Destacadas em verde sdo proteinas a partir da lista. As proteinas sdo representadas por nomes
dos genes. A rede foi gerada por Cytoscape 3.1.1 (Su et al., 2014) com o plug-in Jepetto
(Winterhalter et al., 2014).
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5. Via envolvendo PI3K-Akt (Fig. 13A). Identificagdo da via PI3K/Akt comecou no

inicio de 1980 através de tentativas para caracterizar a sinalizacdo do receptor de
insulina (Alessi 2001; Brasil e Hemmings 2001). Com a descoberta da contribui¢ao de
PI3K e Akt na tumorigénese, intensa investigacdo sobre a regulacao desta via conduziu
a descoberta de reguladores negativos, como € o caso da proteina fosfatase 2A (PP2A),
PTEN, dentre outras. Atualmente, sabemos que esta via estd correlacionada com vias de
sobrevivéncia celular, envolvida, sobretudo com mecanismos que levam a ativagdo de
mTOR em eventos de sintese proteica (Wang & Proud, 2006). Nossos resultados,
obtidos pela andlise global das quinases, bem como sua validacdo através de western
blotting (Fig. 13B), mostram que nos mecanismos de adaptacdo celular e diferenciacio
no modelo investigado houve uma queda nesta via de sinalizag¢do, apontando para uma
diminui¢do em vias de sobrevivéncia, o que, em muitos casos pode levar a mecanismos
de morte celular, como apoptose. Uma justificativa neste caso seria que as células
alcangaram sua maturidade extrema e que agora poderiam estar em um checkpoint
importante: ou seguiria diferenciada, expressando proteinas relacionadas ao tecido, ou
entraria em eventos de morte. Para uma conclusdo acerca destes mecanismos, novos

estudos precisam ser conduzidos fazendo uso de um timeline mais extenso.
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Figura 13. Rede de interacdo de proteina. Representando as proteinas na via de "sinalizacdo
Classe I PI3K em eventos mediados por Akt", extraida do banco de dados NCI-Pathway
(Schaefer et al., 2009) como relevantes para a lista de proteinas com perfis de fosforilagdo
alterados (p <0,05); (A) Destacadas em verde sdo proteinas a partir da lista. As proteinas sdo
representadas por nomes dos genes. A rede foi gerada por Cytoscape 3.1.1 (Su et al., 2014) com
o plugin Jepetto (Winterhalter et al., 2014); (B) os resultados da matriz peptideo foi confirmada
utilizando a tecnologia convencional.
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9 CONSTATACOES

Diante dos resultados obtidos, nossas constatagdes foram:
I.  Pré-osteoblastos cultivados sobre scaffolds sofrem profundas alteragdes
morfologicas;
II.  Pré-osteoblastos cultivados sobre scaffolds permanecem vidveis, embora com
via PI3K-Akt diminuida;
III.  Pré-osteoblastos cultivados sobre scaffolds tornam-se diferenciados em 10 dias;
IV.  Os mecanismos intracelulares desencadeados durante o fenotipo encontrado
neste modelo sao finamente modulados por quinases especificas, destacando
vias de sinalizacdo acerca de comunicagdo celular, metabolismo energético,

entre outras.
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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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12 ANEXOS
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Figura S1: Dados de fosforilacdo de substrato Pepchip. (A) Representacdo grafica de
valores obtidos de uma forma hierdrquica baseada em amplitude. (B) Comparagdo de
fosforilagdo do substrato entre as condigdes de crescimento de células diferentes
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Figura S2. Mudancas de dobra logaritmicas. Representando as proteinas encontradas
com perfis de fosforilagio alterados em células cultivadas em Matrigel® - meio
osteogénico. As proteinas sdo representadas por nomes dos genes.
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Tabela 1: Peptideos consensus fosforilados com diferenca significante

Tabela 1: Peptideos consensus fosforilados com diferenca significante

Spot Protein Name ID Protein Sequence Put. Kinase t-Test Fold
600 3-Phosphoinositide dependent protein kinase 1 NP_002604 TTSQLYDAVPI c-Src 0,028 0,2
685 Acetyl-CoA carboxylase alpha NP_942131 IRSSMSGLHLV ~ AMPK 0,035 13
668 Aralkylamine N-acetyltransferase NP_001079 AQRRHTLPASE PKA 0,012 0,3
128 ATP citrate lyase NP_001087 STPAPSRTASF  GSk3 0,016 01
211 Beta glucuronidase NP_000172 VVANGTGTQGQ Beta-G1 0,036 -2,4
505 Beta-adrenergic receptor kinasel NP_001610 PLVQRGSANGL PKA 0,049 -3,0
749 Beta-catenin NP_001895 HWQQQSYLDSG CK2-beta 0,021 13
595 B-Myb NP_002457 DNTPHTPTPFK  CDk2 0,013 -1,6
133 BRCA1 NP_009225 ASGLSSQSDIL  ATM 0,047 43
352 Calmodulin 1 NP_008819 KDGNGYISAAE  CKII 0,034 -2,6
637 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4B NP_002591 SQRRESFLYRS  Protein kinase A 0,022 -2,3
621 Caspase 9 NP_001220 RRRFSSLHFMV  ERK1 ERK2 MEK1 MAP2K2 0,014 1,2
657 Caspase 9 NP_001220 VLRPETPRPVD AKT1 0,020 -0,1
701 CD45 NP_002829 SSDDDSDSEEP  CK2, alpha 1 CK 2, alpha 2 0,007 -2,9
652 CD5 NP_055022 SRLSAYPALEG  Lck Fyn 0,035 -0,1
810 CDC 25A NP_001780 LLFAASPPPAS  CDC2 0,007 -2,0
554 CDC 25A NP_001780 LKRSHSDSLDH CDC2 PIM1 0,047 -2,3
167 Centromeric protein a NP_001800 GPRRRSRKPEA  Aurora kinase B 0,041 15,2
145 c-Fos NP_005243 PVVTATPSATA MAP kinase 0,009 26,8
757 CK2, alpha 1 NP_001886 SVPTPSPLGPL  CK2, alpha 1 0,028 -2,2
441 Coagulation Factor I NP_001984 SWKENSPLNVS  Protein Kinase C 0,023 -2,8
612 Cofilin 2 NP_068733 MASGVTVNDE  LIMK1 0,006 14,1
396 Colony stimulating factor 1 receptor NP_005202 QGVDTYVEMRP  Colony stimulating factor 1 receptor 0,006 14
28 CRIP2 NP_001303 EERKASGPPKG cGMP kinase | 0,043 -1.5
752 Crystallin, alpha B NP_001876 FFPFHSPSRLF  nb 0,020 -4,5
323 c-Src NP_005408 STEPQYQPGEN  Csk Fgr PTPase 0,040 23
104 Cullin 5 NP_003469 MRKKISNAQLQ  Protein kinase A 0,023 28
403 Cyclin dependent kinase 2 NP_001789 PVRTYTHEVVT nb 0,044 0,2
137 Cyclin dependent kinase 5 NP_004926 IGEGTYGTVFK  ABL 0,008 21
677 Cyclin dependent kinase inhibitor 2D NP_001791 LKQGASPNVQD nb 0,006 1,8
758 DNA topoisomerase Il alpha NP_001058 AEVLPSPRGQR Proline directed kinase 0,045 -2,2
272 Docking protein 1 NP_001372 KEDPIYDEPEG Insulin receptor 0,018 1,9

1020 Down syndrome critical region protein 1 NP_004405 ISPPASPPVGW  GSK-3 0,012 -1,7
550 E2F transcription factor 1 NP_005216 RLLDSSQIVII ATM ATR 0,020 2,7

Spot Protein Name ID Protein Sequence Put. Kinase t-Test Fold
468 EGF receptor NP_005219 LPVPEYINQSV  EGF receptor 0,029 -2,0
926 EP4 receptor NP_000949 ARIGGSRRERS PKC 0,032 -1,8
817 Estrogen receptor, alpha NP_000116 PPPQLSPFLQP  ERK2 0,046 44
258 FMS-related tyrosine kinase 3 NP_004110 DNEYFYVDFRE FMS-related tyrosine kinase 3 0,011 2,9
841 GAB1 NP_002030 DKQVEYLDLDL  Insulin receptor EGF receptor 0,046 3,3
778 GAB1 NP_002030 HVSISYDIPPT EGF receptor 0,028 -6,0
949 GAB2 NP_536739 RERKSSAPSHS  AKT1 0,006 -3,5
545 Glucocorticoid receptor NP_000167 KETNESPWRSD nb 0,044 2,2
959 Glycogen synthase 1 NP_002094 ASVPPSPSLSR  Glycogen synthase kinase 3 beta 0,033 -1,5
995 Growth hormone 1 NP_000506 KFDTNSHNDDA nb 0,034 1,5
957 Guanine nucleotide binding protein, alpha Z polypeptide NP_002064 HLRSESQRQRR  Protein kinase C 0,014 -3,2
539 Histone deacetylase 1 NP_004955 AEEEFSDSEEE  ck2 0,003 -4,9
227 HLA-B NP_005505 SAQGSDVSLTA nb 0,014 2,2
493 HOX B6 NP_061825 SASQLSAEEEE Casein kinase Il, be 0,014 9,0
484 Kinetochore associated 2 NP_006092 YPFALSKSSMY  Never in mitosis gene A-related kinase 2 0,012 -3,5
427 Lamin A/C CAA27173 SSTPLSPTRIT cdc2-kinase 0,046 15
970 Lck AAH13200 IEDNEYTAREG  nb 0,001 20
59 Lck AAH13200 IRESESTAGSF  PKC 0,016 -2,6
1024 LIG1 NP_000225 ARVLGSEGEEE CK2, alpha 1 0,027 -2,2
971 MAPK12 NP_002960 SEMTGYVVTRW  MAP2K3 0,013 25
643 Metal regulatory transcription factor 1 NP_005946 KEVKRYQATFE  Tyrosine kinase 0,009 55
881 Nucleolar phosphoprotein p130 AAH01883 GEKRASSPFRR  Protein kinase A 0,000 -1,6
730 ORC1 NP_004144 FSEITSPSKRS Cyclin dependent kinase 2 0,012 -2,1
209 p73 NP_005418 SASPYTPEHAA  CDC2 Cyclin dependent kinase 2 Cyclin E 0,040 -1,9
859 Phosphatidylinositol 3 kinase, catalytic subunit, delta AAB53966 LAHNVSKDNRQ  PI3K, catalytic subunit, delta 0,042 -13,6
1007 Phospholipase C, beta 3 NP_000923 RKRHNSISEAK  PKG 0,043 -15
878 PPAR NP_005027 AGDLESPLSEE ~ MAPK 0,043 51
1018 PPP1R9B NP_115984 LPRASSLNENV  PKA 0,033 2,7
624 Protein kinase C, mu NP_002733 IIGEKSFRRSV Protein kinase C, mu 0,048 1,3
604 Protein phosphatase inhibitor 2 NP_006232 QEQESSGEEDS Casein kinase 2 0,009 -1,7
466 Protein tyrosine phosphatase nonreceptor 7 NP_542155 IASVNTPREVT  Erk ERK2 MAPK14 0,002 4,6
819 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, alpha NP_002827 GSHSNSFRLSN  PKC delta 0,001 -2,3
934 Pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 1 NP_002601 ALSTDSIERLP  Pyruvate dehydrogenase kinase 1 0,013 -2,0
230 RAP1 GTPase activating protein 1 NP_002876 GSRRSSAIGIE  c-AMP dependent kinase 0,006 2,0
705 Regulator of G protein signaling 16 NP_002919 LKSPAYRDLAA  EGFR kinase 0,022 1,3
Spot Protein Name ID Protein Sequence Put. Kinase t-Test Fold
475 Ribosomal phosphoprotein large P1 NP_000994 AKKEESEESDD nb 0,016 -1,9
219 Ribosomal phosphoprotein large P2 NP_000995 EKKEESEESDD nb 0,008 -3,3
678 Ribosomal protein S6 kinase alpha 3 NP_004577 KTPKDSPGIPP EphB2 0,025 4.2
732 Ribosomal S6 kinase 1 NP_002944 EFTSRTPKDSP  ERK2 0,025 -1,4
382 Ryanodine receptor 2 NP_001026 RTRRISQTSQV  PKA 0,023 41
162 SMC1 NP_006297 QEEGSSQGEDS ATM 0,030 1,6
482 Spermidine/spermine N NP_002961 KRRGASDLSSE CK2 0,010 28
232 SPIB transcription factor Q01892 PPVPATPYEAF  ERK1 0,019 -2,1
834 STAT5B NP_036580 PKDEVYSKYYT  c¢-Src 0,040 34
780 STAT6 AAA57193 KDGRGYVPATI  Interleukin 4 0,006 2,2
25 T-Cell acute lymphoblastic leukemia 2 NP_005412 NYQVPSPGPSH nb 0,043 2,6
163 Telethonin NP_003664 LRRSLSRSMSQ  Titin 0,020 45
151 TNF alpha NP_000585 MSTESMIRD Caesin Kinase 0,030 -1,7
740 Vesicle associated membrane protein 4 NP_003753 LLEDDSDEEED  CK2, alpha 1 0,030 7.7
832 Vesicular monoamine transporter 2 NP_003045 PIGEDEESESD Casein kinase | Casein kinase Il 0,046 1,8
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