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RESUMO

O tecido 6sseo € uma forma especializada de conjuntivo extremamente organizado
e um dos mais adaptaveis do corpo humano. Entre suas células, os osteoblastos atuam na
reposicao tecidual, fazendo parte do processo denominado remodelacdo 6ssea. Com o avango
da idade, o equilibrio entre reabsor¢édo e neoformacéo € alterado, acarretando uma diminuigéo
da resisténcia e densidade Ossea. Nessa perspectiva, 0 presente estudo teve como objetivo
investigar os compostos CL-P2 e CL-P2a (derivados da planta Combretum leprosum) na
proliferacdo, ativagdo e mecanismo de acdo em osteoblastos murinos in vitro. A viabilidade e
proliferacdo celular foram avaliadas através do ensaio MTT e imunomarcacdo com Ki67,
respectivamente, apds 24, 48 e 72 horas de incubacdo dos osteoblastos com os compostos CL -
P2 e CL-P2a. Parao MTT foram utilizadas diferentes concentractes da de ambas as substancias
(2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM), e a partir dos resultados obtidos, uma concentragdo de cada
composto (CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM)) foram selecionadas para 0s ensaios posteriores:
imunomarcacdo com Ki67, quantificacdo dos niveis de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) no meio
de cultura apds 24, 48 e 72horas, 5, 7, 14 e 21, para confirmar a atividade dssea pelas células,
realizamos o ensaio de mineralizacdo pela coloracdo de Von Kossa, apos 7, 14 e 21 dias de
cultivo celular. Para a investigacdo dos mecanismos envolvidos na ativacdo celular, as
expressoes proteicas de BMP-2, OPG e RANK-L foram investigadas por Imunomarcagéo e
Western Blot (WB) e comparadas com as interagdes fornecidas no estudo de docking molecular.
Um aumento significativo na viabilidade de osteoblastos foi observado apos a incubacgédo das
células com os compostos CL-P2 e CL-P2a, por 24, 48 e 72h, assim como um aumento
importante na proliferacdo celular nas doses de CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) no periodo
de 24h. No ensaio para a dosagem de FAO no meio de cultura, foi observado aumento
significativo de FAO ap0s a incubagdo CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) a partir de 48 horas,
mantendo-se aumentada até 21 dias de ensaio. No ensaio de Von Kossa foi observado aumento
e aceleracdo da mineralizacdo nas concentraces de CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM), nos
tempos de 14 e 21 dias. Nos ensaios de imunomarcacgédo e WB, houve um aumento da expressao
de BMP2, RANK-L e OPG, caracterizando a ativacdo da via 0ssea, na investigacdo da via
WNT, B-catenina, DKK, houve aumento da expressao proteica de WNT (CL-P2 2,5uM) e -
catenina (CL-P2 2,5uM/ CL-P2a 10uM), ndo altera a expressio de DKK. Os resultados
sugerem um efeito positivo dos compostos CL-P2 e CL-P2a, nas melhores contragdes de 2,5uM
e 10uM, respectivamente, na proliferacao, viabilidade e ativacdo de osteoblastos. Desse modo,
estudos promissores podem ser realizados com os compostos CL-P2 e CL-P2a com o seu
emprego nas vias de metabolismo 6sseo.

Palavras-chaves: Combretum leprosum. Tripertenos. Osteoblastos.



ABSTRACT

Bone tissue is a specialized form of extremely organized connective tissue and one
of the most adaptable in the human body. Among its cells, osteoblasts act in tissue replacement,
being part of the process called bone remodeling. With advancing age, the balance between
reabsorption and neoformation is altered, causing a decrease in bone strength and density. In
this perspective, the present study aimed to investigate the compounds CL-P2 and CL-P2a
(derived from the plant Combretum leprosum) in the proliferation, activation and mechanism
of action in murine osteoblasts in vitro. Cell viability and proliferation were evaluated by MTT
assay and immunostaining with Ki67, respectively, after 24, 48 and 72 hours of incubation of
osteoblasts with compounds CL-P2 and CL-P2a. Different concentrations of both substances
were used for MTT (2.5uM, 5uM, 10uM and 20uM), and from the results obtained, a
concentration of each compound (CL-P2 (2.5uM) and CL-P2a (10uM)) were selected for
further assays: immunostaining with Ki67, quantification of bone alkaline phosphatase (FAO)
levels in the culture medium after 24, 48 and 72 hours , 5, 7, 14 and 21, to confirm the bone
activity by the cells, we performed the mineralization assay by Von Kossa stain, after 7, 14 and
21 days of cell culture. To investigate the mechanisms involved in cell activation, the protein
expressions of BMP-2, OPG and RANK-L were investigated by immunostaining and Western
Blot (WB) and compared with the interactions provided in the molecular docking study. A
significant increase in osteoblast viability was observed after incubation of cells with CL-P2
and CL-P2a compounds for 24, 48 and 72h, as well as an important increase in cell proliferation
at CL-P2 doses (2.5 uM) and CL-P2a (10uM) in a 24h period. In the assay for FAO dosage in
the culture medium, a significant increase in FAO was observed after CL-P2 (2.5uM) and CL-
P2a (10uM) incubation after 48 hours, keeping it if increased up to 21 days of trial. In the Von
Kossa assay, an increase and acceleration of mineralization were observed in the concentrations
of CL-P2 (2.5uM) and CL-P2a (10uM), at 14 and 21 days. In immunostaining and WB assays,
there was an increase in the expression of BMP2, RANK-L and OPG, characterizing the
activation of the bone pathway, in the investigation of the WNT, B-catenin, DKK pathway,
there was an increase in the protein expression of WNT (CL- P2 2.5M) and B-catenin (CL-P2
2.5uM/ CL-P2a 10uM), do not alter the expression of DKK. The results suggest a positive effect
of the compounds CL-P2 and CL-P2a, in the best contractions of 2.5uM and 10uM,
respectively, on the proliferation, viability and activation of osteoblasts. Thus, promising
studies can be carried out with the compounds CL-P2 and CL-P2a with their use in bone
metabolism pathways.

Keywords: Combretum leprosum. Tripertenes. Osteoblasts.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Metabolismo 6sseo

O tecido d6sseo é uma forma especializada de conjuntivo extremamente organizado e
um dos mais adaptéaveis do corpo humano, exerce fungdes importantes no corpo, tais como
locomocdo, suporte e protecdo de tecidos moles. Atua como reserva de calcio e fdsforo,
compartimentalizando a medula dssea. Encontra-se em constante em transformacdo sendo
continuamente reabsorvido e neoformado, mediado por sua estrutura complexa, formada por
células, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos e uma matriz extracelular (CLARKE, 2008;
DOWNEY & SIEGEL, 2006).

O alto grau de remodelacéo é uma das principais caracteristicas do tecido 6sseo. Esse
processo ocorre a partir das interagcdes entre as células que compdem o tecido, e resulta no
equilibrio fisioldgico entre reabsor¢édo e formacéo 0ssea. Esse processo de remodelacdo permite
a reparacdo de fraturas ou de defeitos ¢sseos resultando em um novo tecido formado e é
necessaria para a homeostase do calcio (DALLAS et al., 2013). A remodelacédo ocorre de forma
coordenada entre osteoclastos, osteoblastos, osteocitos e células osteoprogenitoras
(ANDERSEN et al., 2009; FLORENCIO-SILVA et al., 2015)

As células responsaveis pelo processo de formacédo 0ssea sdo 0s osteoblastos. Essas
células estdo localizadas ao longo da superficie 6ssea compreendendo de 4 a 6% do total de
células residentes do tecido ésseo e mostram caracteristicas morfoldgicas de células
sintetizadoras de proteinas, incluindo abundante reticulo endoplasmatico rugoso e proeminente
complexo de Golgi, bem como diversas vesiculas secretoras (KARNER; LONG, 2017). Os
Osteoblastos sao derivados das células tronco mesenquimais (CTM). A diferenciacdo de CTM
na linhagem de células osteoprogenitoras, evento fundamental no processo de formacao 0ssea,
requer a expressao de genes especificos, incluindo a sintese de proteina morfogenéticas 6sseas
(BMPs) e membros da via Wingless (Wnt) (MANOLAGAS et al., 2014; FLORENCIO-SILVA
et al., 2015).

Os ostedcitos, 0s quais consistem de 90-95% do total de células 6sseas, sdo 0s tipos
celulares mais abundantes do tecido 0sseo e apresentam vida Gtil de até 25 anos. Eles sdo
derivados de osteoblastos, que ao longo do desenvolvimento do tecido ésseo, é circundada por
matriz mineralizada, localizando-se dentro de uma lacuna. Sua principal fungdo é
mecanossensitiva, que ¢é alcangada devido sua morfologia dendritica e localizacdo estratégica
dentro da matriz 6ssea (BONEWALD, 2011).
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Os osteoclastos, cuja funcdo € de reabsor¢do éssea, sdo terminalmente
diferenciados em células multinucleadas, as quais se originam de células mononucleares da
linhagem hematopoiética sob a influéncia de fator estimulador de colénia de macréfagos,
secretado por células mesenquimais osteoprogenitoras e osteoblastos, bem como de RANKL,
secretado por osteoblastos, ostedcitos e células estromais (CROCKETT et al., 2011).

A MEC do tecido 6sseo, é uma matriz rigida pois é calcificada, entretanto apresenta
certa elasticidade. Ela é composta por uma fase orgéanica constituida especialmente por
colageno do tipo I, além de proteinas ndo colagenosas tais como: proteoglicana, glicoproteina,
osteonectina, fibronectina, osteopontina, sialoproteina 6ssea, osteocalcina, dentro outras. A fase
inorgénica, é composta principalmente por fosfato e calcio que se organizam em cristais de
hidroxiapatita, proporcionando resisténcia e rigidez ao tecido . Quando ainda esta na fase néo
calcificada a MEC recebe 0 nome de osteoide (ORYAN et al., 2015).

Os osteoblastos e os osteoclastos sdo células diferenciadas com vida curta. Portanto,
ambos precisam ser continuamente renovados por células da linhagem mesenquimal e
hematopoiética, respectivamente (LONG, 2012; CASTROGIOVANNI et al. 2016). O
recrutamento de células diferenciadas de qualquer linhagem é regulada para cima ou para baixo,
a fim de atender a demanda. Isto ocorre através de mediadores que regulam o aumento ou
diminuicdo da replicacao de precursores da linhagem das respectivas células-tronco. (PARK et
al., 2012)

1.2 Mediadores que regulam do tecido 6sseo

A salude Ossea depende do equilibrio correto entre neoformacdo Ossea por
osteoblastos (com vias de regulacao como Wnt/p-catenina) e reabsor¢do por osteoclastos (com
0 RANK/RANKL/OPG como principal eixo regulador. Os osteoblastos produzem RANKL,
fator estimulador de colbnias de macrofagos (MCSF) e OPG, que sdo os reguladores mais
importantes da remodelacdo. M-CSF e RANKL induzem a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoclastos maduros. O OPG inibe a diferenciacdo de osteoclastos por sua ligacdo ao RANKL
e, assim, bloqueia a ligacdo entre 0 RANKL e o receptor RANK presente no precursor de
osteoclastos (LERNER, 2006) Figura 1.
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Figura 1. Papel do sistema RANKL/RANK/OPG na remodelagéo 6ssea

As Wnt compreendem uma grande familia de glicoproteinas secretadas, que
controlam a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, sobrevivéncia, migracdo e polaridade
celular, em uma infinidade de células. A via de sinalizacdo Wnt tem sido dividida em 3 bragos
principais: as vias nao candnicas, via Wnt-calcio, e a via Wnt/p-catenina também chamada de
via canonica, sendo que esta Ultima tem se destacado por seus efeitos em células 0sseas.

A via candnica se inicia quando as proteinas WNT entregam seu sinal ligando-se
ao receptor transmembrana Frizzled (FZD) e receptor de lipoproteinas de baixa densidade -
relacionado a proteina 5/6 (LRP5/6) (GRUBER et al., 2016). Diferentes Wnt reconhecem
diferentes conjuntos de receptores e, assim, ativam seletivamente vias intracelulares. Esta
interacdo resulta na inativacdo do complexo de destruicdo de B-catenina. Consequentemente,
B-catenina se acumula no citoplasma, e entdo é translocada para o nucleo onde associa-se com
fatores de transcricdo para ativar genes alvo para estimular a formacéo 6ssea. A via Wnt pode
ser modulada por antagonistas extracelulares tais como Dickkopfs 1 (Dkk-1) ou Esclerostina

(SOST), que se ligam ao LRP blogueando seu sitio de interacdo (Figura 2).
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Figura 2. Via de sinalizacdo Wnt/beta-catenina. (A) Wnt se liga ao receptor FZD e coreceptores LRP5/6.
DSH recruta o complexo de destruicdo de beta-catenina para a membrana celular permitindo que beta-catenina
se acumule no citoplasma e transloque para o ndcleo. No nucleo, beta-catenina interage com TCF e ativa a
transcricdo génica. (B) Quando Dkk-1 e SOST interagem com os receptores de Whnt, beta-catenina é
sequestrada pelo complexo de destruicdo composto por Axina, CKlalfa, APC e GSB3beta, fosforilada e

ubiquitinada e consequentemente degradada por proteassomo. (Fonte: DUTRA, 2021)

No tecido 0sseo, a via Wnt regula a osteogénese e parece estar envolvida no processo
de reparo 6sseo (KRISHNAN et al., 2006). A via canbnica Wnt afeta toda a linhagem
osteoblastica, estimulando o comprometimento e diferenciacdo de células tronco mesenquimais
em osteoblastos. A ativacdo da via Wnt em osteoblastos promove expressao de OPG causando
menor diferenciacdo de osteoclastos e consequentemente reducdo da reabsorcdo Ossea
(BARON & KNEISSEL, 2013). Durante o reparo 0sseo, a via Wnt melhora a massa 6ssea, pois
promove osteoblastogénese e contribui para funcéo do osteoblasto sendo considerada, portanto,
osteoindutora (KRISHNAN et al., 2006; MAJIDINIA et al., 2017).

Como dito anteriormente, a via Wnt pode ser regulada pela acdo de alguns inibidores.
Dkk-1 é o membro mais bem estudado da familia de DKK que tem 4 formas diferentes
(DIARRA et al., 2007). Ele estd amplamente expresso em diversas células, incluindo
osteoblastos e ostedcitos (KE et al., 2012). Sabendo que Dkk-1 é inibidor chave da interacéo

Wnt/LRP5, espera-se que a reducdo da expressao de Dkk-1 resulte no aumento da atividade de
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Whnt e consequentemente aumente a massa 6ssea (MORVAN et al., 2006). A desregulacéo da
expressao de DKk-1 esta relacionada a diversas desordens dsseas, incluindo artrite reumatoide,
varios tipos de cancer, tais como cancer de mama, prostata e mieloma, bem como na
osteoporose induzida por glicocorticoide ou p6s-menopausa, e diabetes (HUANG et al., 2018).
Assim, Dkk-1 se destaca ndo apenas como regulador negativo chave da diferenciacdo de
osteoblastos, mas também porque esta envolvido na patogénese de diversas doencas que afetam
0 tecido 6sseo (COLDITZ et al., 2018).

1.3 Reabsorcao 6ssea - saude e doenca

Sob condicdes fisioldgicas, a reabsorcdo e a formacao 0ssea sdo equilibradas com
a exata quantidade de osso adicionado no local de onde foi previamente reabsorvido. Com o
avanco da idade, o equilibrio entre reabsor¢do e neoformagdo é alterado e a massa 0ssea
diminui. Além do 0sso perde progressivamente a resisténcia mecénica, hd um problema maior,
onde ocorre o declinio da massa 6ssea devido a deterioracdo de sua microarquitetura e a
qualidade de sua matriz mineral (por mecanismos que ndo sdo bem compreendidos) e um
aumento do nimero de ostedcitos mortos ou disfuncionais, bem como aumento da porosidade
cortical. A diminuicdo da resisténcia e densidade 0ssea levam a uma serie de disturbios, entre
eles a sindrome da fragilidade dssea conhecida como osteoporose. (ZEBABE et al., 2010;
BONEWALD, 2011)

Durante a infancia e no inicio da vida, a quantidade de tecido 6sseo recém-formado
€ superior ao reabsorvido, consequentemente a densidade Gssea e sua resisténcia atinge um
méaximo em torno de 30 anos (Gerber et al., 2003). Depois, 0 corpo passa a degradar mais tecido
6sseo do que neoformar. Se, depois dos 30 anos, a degradacdo do tecido 6sseo ocorre muito
rapidamente ou se a densidade da massa Ossea for baixa, doencas dsseas como a osteoporose
podem aparecer (Rizzoli, 2014; PARK et al., 2012).

A osteoporose é uma doenca silenciosa caracterizada por baixa densidade mineral ssea
e deterioracdo estrutural do tecido ¢sseo, o que leva a fragilidade 6ssea e maior suscetibilidade
a fraturas. A doenca é amplamente reconhecido como um importante problema de salde
publica, particularmente entre mulheres na pds-menopausa A osteoporose € um dos mais
comuns disturbios 0sseos, caracterizado pelo enfraquecimento dos 0ssos, que pode causar

fraturas 6sseas mesmo apds simples quedas ou lesbes leves (Musumeci et al., 2011). Na
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osteoporose, o tecido 0sseo apresenta baixa massa 0ssea e sinais de deterioracdo, responsaveis

pela fragilidade Gssea tipico nesta patologia (Lips e van Schoor, 2005; Pichler et al., 2013).

Apesar da notavel capacidade regenerativa inata do tecido 6sseo, seu reparo apos
trauma ou doengas ainda € um desafio na clinica médica, representando um grande 6nus aos
servigos de saude e que vem aumentando substancialmente com o envelhecimento da
populacdo. O tratamento farmacoldégico convencional nessas condi¢cdes compreende terapia
hormonal com estrogénio (TELLA AND GALLAGHER, 2014), bifosfonatos (REYES et al.
2016) e anti-inflamatdrios ndo-esterdides (RICHARDS et al. 2017). No entanto, essas
estratégias tém grandes limitac6es, como falta de especificidade do local e toxicidade associada
a medicamentos, gerando uma demanda por compostos que apresentem uma melhor relacdo

risco-beneficio.

1.4 Produtos naturais

Os produtos naturais isolados das plantas sdo considerados boas alternativas aos
produtos quimicos sintéticos, podendo representar interessantes ferramentas farmacolédgicas na
bioprospeccdo de novos farmacos para o controle de doencas &sseas. Estudos de
etnoboténica/etnofarmacologia tém demonstrado espécimes de uso popular para o tratamento
de diversas doencas. Essas pesquisas fornecem dados importantes a respeito das atividades
farmacoldgicas, toxicoldgicas e efeitos adversos existentes nas espécies medicinais avaliadas,
aléem de contribuirem para o resgate de informacGes de espécies vegetais utilizadas
popularmente, para que possam ser usadas com seguranca (KAYSER, 2018). Dentre a grande
variedade de plantas medicinais, encontra-se a familia Combretaceae, que consiste de 18
géneros, dos quais 0 maior € o Combretum possuindo aproximadamente 370 espécies
(PIETROVSKI et al., 2006).

Combretum leprosum é uma espécie encontrada nos estados do norte, nordeste
brasileiros e também no Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (MARINHO et al., 2002; CHAVES
et al., 2007). As espécies desse género apresentam inimeros metabdlitos secundarios como
taninos, saponinas, flavonoides, cumarinas, alcaldides, di e triterpenos, dentre outros (LIMA et
al., 2012; FARIAS et al., 2015). Conhecida popularmente pelo nome de mofumbo, a espécie é
utilizada como planta medicinal com funcéo cicatrizante, na prevencgéo de irritagdes cutaneas e
na limpeza de feridas, na contencdo de hemorragias, como sedativo (PIETROVSKI et al.,

2006), antitussigeno e expectorante (AGRA et al., 2007). Estudos pré-clinicos a partir do
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extrato ou compostos isolados ja demonstram efeitos diversos desta espécie, que esta

demonstrada na Figura 3.

%,.
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Figura 3. Combretum leprosum (Mofumbo) em local de coleta C. leprosum é uma espécie
arbustiva ou arvoreta, com 2 - 3 m de altura. Suas inflorescéncias sdo grandes, compostas por
muitas flores amareladas, pequenas e muito perfumadas. Na base da flor forma um pequeno tubo
onde é produzido e armazenado o néctar, é o principal recurso coletado pelas abelhas nativas.
Além disso, suas flores sdo muito atrativas para outros insetos como borboletas, mariposas e
vespas.

Dentre os compostos encontrados em C. leprosum, o triterpeno 3,6p,16p-tri-
hidroxilup20(29)-eno (CL-1) foi descrito por Facundo e colaboradores (1993). A partir deste
composto, diferentes moléculas puderam ser sintetizadas. A partir do CL-1, foi realizado o
isolamento deste metabolito e obtencéo de seis derivados semissintéticos (hidrogenado - CL-
P5, desidratado — CL-P1, diacilado — CL-P2A, triacilado — CL-P2, oxidado — CL-P3, hidrazona
- CL-P6 e oxima — CL-P9) (SILVA FILHO, 2020).

Recentemente pesquisadores realizaram estudos com 0s compostos semi-sintéticos

CL-P2 e CL-P2a derivados do triterpeno CL-1, obtido das flores do Combretum leprosum mart.
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Para ambos os compostos foi demonstrado a auséncia de toxicidade em fibroblastos murinos
(L929) e em queratindcitos humanos (HaCaT), atividade antinociceptiva em camundongos e a
capacidade de exercer agdes proliferativas e ativadoras do metabolismo celular (ASSIS, 2015;
PASSOS, 2020).

Portanto, considerando o potencial inovador da presente proposta para geracéo de
tecnologias estratégicas, com a obtencédo de dois triterpenos a partir de uma planta ja usada pela
comunidade, somado a demanda da indUstria farmacéutica por novos farmacos que possam
contribuir para o reparo 6sseo com melhor relagéo risco-beneficio, este estudo investigou a acao
de dois triterpenos semi-sintéticos (CLP-2 e CLP-2a) na ativacdo de osteoblastos murinos.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Objetivo geral:

Avaliar in silico e in vitro os efeitos osteogénicos dos triterpenos semi-sintéticos
(CLP-2 e CLP-2a) em osteoblastos murino (OFCOOL-I1).

2.2 Objetivo especifico:

e Investigar a viabilidade e proliferacdo de osteoblastos murinos incubados com os
compostos CLP-2 e CLP-2a através do ensaio de MTT e imunomarcagao para Ki-
67,

e Auvaliar o efeito os compostos CLP-2 e CLP-2a na ativacao de osteoblastos a partir

dos niveis de fosfatase alcalina 6ssea secretados por osteoblastos por Elisa;

e Auvaliar o efeito de CLP-2 e CLP-2a na deposicdo de sais calcio por ensaio de

mineralizacdo Von Kossa;

e Investigar a acdo do CLP-2 e CLP-2a no metabolismo de osteoblastos murinos
através da expressdo proteica de BMP-2, RANK-L e OPG;

e Investigar a participacdo de CLP-2 e CLP-2% na expressao de proteinas da via WNT,
B-CATENINA e DKK1 em cultura de osteoblastos;

e Auvaliar a interacdo dos compostos CLP-2 e CLP-2a sob a via do metabolismo 6sseo

e a via de proliferacdo através do docking molecular.



18

3. CAPITULO

Esta dissertacdo de Mestrado baseia-se no Artigo 37° do Regimento Interno do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade Federal do Cear3,
que regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de Doutorado. Este
capitulo consta de uma cdpia do artigo cientifico de autoria do candidato, redigido de acordo
com as normas da revista cientifica escolhida para publicacdo (“BONE”) Impact Factor (Anexo

B).

Qualis capes: A2

Fator de Impacto: 4,5
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AVALIACAO IN SILICO E IN VITRO DOS COMPOSTOS CL-P2 E CL-P2A NA
PROLIFERACAO E ATIVACAO DE OSTEOBLASTOS MURINOS

Valdo Nogueira Junior*; Renata de Carvalho Leitdo**
RESUMO

O tecido 6sseo € uma forma especializada de conjuntivo extremamente organizado
e um dos mais adaptaveis do corpo humano. Entre suas células, os osteoblastos atuam na
reposicao tecidual, fazendo parte do processo denominado remodelacdo 6ssea. Com 0 avango
da idade, o equilibrio entre reabsor¢do e neoformacéo € alterado, acarretando uma diminuigéo
da resisténcia e densidade 0ssea. Nessa perspectiva, 0 presente estudo teve como objetivo
investigar os compostos CL-P2 e CL-P2a (derivados da planta Combretum leprosum) na
prolifecdo, ativacdo e mecanismo de acdo em osteoblastos murinos in vitro. A viabilidade e
proliferacdo celular foram avaliadas através do ensaio MTT e imunomarcagdo com Ki67,
respectivamente, ap0os 24, 48 e 72 horas de incubacdo dos osteoblastos com os compostos CL-
P2 e CL-P2a. Parao MTT foram utilizadas diferentes concentracfes da de ambas as substancias
(2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM), e a partir dos resultados obtidos, uma concentracdo de cada
composto (CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM)) foram selecionadas para 0s ensaios posteriores:
imunomarcacdo com Ki67, quantificacdo dos niveis de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) no meio
de cultura apds 24, 48 e 72horas, 5, 7, 14 e 21, para confirmar a atividade ¢ssea pelas células,
realizamos o ensaio de mineralizacdo pela coloracdo de Von Kossa, apos 7, 14 e 21 dias de
cultivo celular. Para a investigacdo dos mecanismos envolvidos na ativacdo celular, as
expressoes proteicas de BMP-2, OPG e RANK-L foram investigadas por Imunomarcagéo e
Wetern Blot (WB) e comparadas com as interecdes fornecidas no estudo de docking molecular.
Um aumento significativo na viabilidade de osteoblastos foi observado apos a incubacdo das
células com os compostos CL-P2 e CL-P2a, por 24, 48 e 72h, assim como um aumento
importante na proliferacdo celular nas doses de CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) no periodo
de 24h. No ensaio para a dosagem de FAO no meio de cultura, foi observado aumento
significativo de FAO ap0s a incubacdo CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) a partir de 48 horas,
mantendo-se aumentada até 21 dias de ensaio. No ensaio de VVon Kossa foi observado aumento
e aceleracdo da mineralizagdo nas concentragdes de CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM), nos
tempos de 14 e 21 dias. Nos ensaios de imunomarcacéo e WB, houve um aumento da expressao
de BMP2, RANK-L e OPG, caracterizando a ativacdo da via 0ssea, na investigacdo da via
WNT, B-catenina, DKK, houve aumento da expressao protéica de WNT (CL-P2 2,5uM) e B-
catenina (CL-P2 2,5uM/ CL-P2a 10uM), ndo altera a expressao de DKK. Os resultados
sugerem um efeito positivo dos compostos CL-P2 e CL-P2a, nas melhores contragdes de 2,5uM
e 10uM, respectivamente, na proliferacdo, viabilidade e ativacao de osteoblastos. Desse modo,
estudos promissores podem ser realizados com os compostos CL-P2 e CL-P2a com 0 seu
emprego nas vias de metabolismo 6sseo.

Keywords: Combretum leprosum. Tripertenes. Osteoblasts.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo é uma forma especializada de conjuntivo extremamente organizado e
um dos mais adaptéaveis do corpo humano, exerce fun¢Ges importantes no corpo, tais como
locomocdo, suporte e protecdo de tecidos moles. Encontra-se em constante em transformacéo
sendo continuamente reabsorvido e neoformado, mediado por sua estrutura complexa, formada
por células, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos e uma matriz extracelular (Clarke, 2008;
Downey & Siegel, 2006).

O tecido 6sseo é regulado por multiplos fatores de crescimento, a salde Gssea
depende do equilibrio correto dos fatores que controlam a neoformacéo 6ssea por osteoblastos
(com vias de regulagdo como Wnt/B-catenina) e reabsorcdo por osteoclastos (com o
RANK/RANKL/OPG como principal eixo regulador). Os osteoblastos produzem RANKL,
fator estimulador de col6nias de macrofagos (MCSF) e OPG, que sdo os reguladores mais
importantes da remodelagdo. M-CSF e RANKL induzem a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoclastos maduros. OPG inibe a diferenciacéo de osteoclastos por sua ligagdo ao RANKL e,
assim, bloqueia a ligacdo entre 0 RANKL e o receptor RANK presente no precursor de

osteoclastos (Lerner, 2006).

A via de sinalizacdo Wnt/3-catenina tem papel central no desenvolvimento e
homeostasia, bem como no reparo e regeneracéo 6ssea apos injuria. Ligantes da via estimulam
crescimento 0sseo, sugerindo sua participacdo na regulacdo da cicatrizacéo 0ssea, e destacando
0 seu potencial como alvo terapéutico nos casos de reparo de fraturas. (Xu et al., 2014) Além
de seus efeitos nos osteoblastos, a sinalizagdo Wnt/B-catenina diminui a diferenciacdo dos
osteoclastos, estimulando a producdo e secrecdo de osteoprotegerina (OPG) um antagonista
natural da RANK-L (GLASS et al. 2005). A RANK-L ¢é indispensavel para a diferenciacao,
maturacdo e funcdo dos osteoclastos; portanto, fundamental para a reabsorcéo 6ssea. (Xiong el
al. 2011).

Os produtos naturais isolados das plantas sdo considerados boas alternativas aos
produtos quimicos sintéticos, podendo representar interessantes ferramentas farmacologicas na
bioprospecc¢do de novos farmacos para o controle de doencas dsseas. Recentemente nosso grupo
de pesquisa obteve dois triterpenos semi-sintéticos (CL-P2 e CL-P2a) derivados do triterpeno
3B,6B,16p-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1) obtido das flores do Combretum leprosum.

Estudos in silico e in vivo in vivo tém sido extensamente utilizados e tém

contribuido grandemente para o desenvolvimento e estabelecimento de uma ampla variedade
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de abordagens que contribuam para a regeneracgdo do tecido 6sseo (Bezerra, 2017; Veras, 2021).
Em suma, neste artigo investigamos os efeitos osteogénicos dos triterpenos semi-sintéticos

(CLP-2 e CLP-2a) em osteoblastos murino (OFCOOL-I1) e seus possiveis mecanismos de ac¢éo.
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2. METODOLOGIA

2.1 Obtencéo dos compostos isolados de Combretum leprosum Mart.

Foram utilizados dois triterpenos semi-sintéticos (CL-P2 e CL-P2a) obtidos a partir
do triterpeno 3B, 6B, 16B-triidroxilup-20(29)-eno (CL1) isolado das flores do Combretum
leprosum Mart. Esses derivados serdo sintetizados pelo grupo dos Professores Francisco
Geraldo Barbosa e Jair Mafezoli do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade
Federal do Ceara — Campus do Pici.

2.2 Ensaios in vitro

2.2.1 Cultura de osteoblastos OFCOL 11

Foram utilizados osteoblastos murinos (OFCOL I1) adquiridos no banco de celulas
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ), mantidos em meio de Dulbecco modificado
por Eagle (DMEM) contendo 10 % de soro fetal bovino na presenca de antibidticos (100 U/ml

de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina) a 370C em estufa umidificada, incubada em
atmosfera de 5% de CO2. Neste estudo, as células foram utilizadas entre as passagens 16-30 e

mantendo células estocadas em nitrogénio liquido. A partir do estoque, foi preparada uma
garrafa de cultura de 25cm3, contendo 1ml de células, adicionando-se 4 ml de meio de cultura,

DMEM, enriquecido com 10% SFB. As células foram mantidas em estufa com controle
automatico de temperatura 370C e pressdo de CO2. O crescimento celular foi acompanhado

por meio de observacdo em microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100).

Estas células foram subcultivadas apds tripsinizacdo quando formada uma
monocamada confluente. Apés o periodo de 3 minutos com 2ml de tripsina a 0,05%, as células
foram retiradas, adicionando-se 6 ml de meio de cultura DMEM suplementado com 10 % de
SFB. Para liberacdo das células da parede da garrafa, utilizou-se jato forte com o auxilio de
pipetador automatico. Em seguida as células foram transferidas para um falcon de 15ml,
centrifugadas (SOLAB SL-701) a 2000rpm, 4°C por 5 minutos. ApoOs este periodo, o
sobrenadante é removido e as células ressuspensas com adi¢do de um 4ml de meio completo.
Deste volume serdo retiradas aliquotas de, no minimo, 1 ml e passadas para novas garrafas. As

trocas de meio foram realizadas a cada 48hrs
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2.2.2 Teste de viabilidade celular pelo método direto MTT

O teste de citotoxicidade tem como objetivo avaliar os efeitos letais ou subletais de
uma substancia ou produto a nivel celular. Para esse trabalho, foi utilizado o teste de
citotoxicidade pelo método direto com MTT.

Esse teste avalia de forma quantitativa a fungdo mitocondrial através da reducdo do
tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide; Sigma) em
cristais de formazana (MOSMANN,1983; LOBNER,2000). Essa reacdo de reducdo ocorre
dentro da mitocéndria através da enzima succinatodesidrogenase, portanto, a quantidade de
cristais de formazana esta diretamente relacionada com o potencial de reducgdo do tetrazoliu

MTT nas mitocondrias.

Para a realizacdo dos testes utilizou-se células OFCOLL Il em placas de 96 pocos
em uma quantidade de 100ul de meio de cultura com 3.000 células por pogo nos periodos de
24 e 48 horas. Todos os pocos extremos das placas foram descartados de forma que foram

utilizados apenas 60 pogos e preenchidos com 150 pl de PBS (Sigma).

Depois de 24 horas do plaqueamento das células, todo o volume de meio de cultura
foi removido dos pocos e adicionou-se 100ul em cada pogo das diluigdes das doses utilizadas
nesse teste. As amostras foram divididas em grupo controle contendo apenas meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina (meio
completo) nas concentragdes de 2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM dos compostos CL-P2 e CL-P2a,
de acordo com os respectivos grupos (DMEM, CL-P2 E CL-P2a).

Passado os periodos de interesse de incubacdo das drogas para analises das
amostras, 24 e 48 horas, todo o contetdo dos pocos foi retirado e adicionou-se 100ul por pogo

de MTT diluido com o meio de cultura completo em uma concentracdo de 1mg/ml. O MTT foi
incubado por 3 horas em uma temperatura de 37°C e 5% de CO2. Passado esse periodo, todo o

contetdo foi removido novamente e foi adicionado 100 ul DMSO em cada pogo sob agitacdo

de 30 segundos para solubilizar os cristais de formazana.

As leituras das absorbancias foram realizadas em espectofotometro (Biotek)no
comprimento de onda de 570nm. Os valores das absorbancias de cada amostra foram

submetidos a seguinte equacéo:
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As concentracdes que apresentaram melhores resultados em cada grupo, de CL-P2(2,5)

e CL-PA2(10), foram utilizadas nos testes subsequentes.

2.2.3 Avaliacéo da proliferacéo celular por imunofluorescéncia Ki-67

Os osteoblastos foram cultivados na concentracdo de 9 x 103 células por pogo em
placas de 24 pogos com meio de cultura DMEM a temperatura de 37°C e na concentragéo de
5% de CO2. Laminulas de 13mm foram utilizadas como superficie para fixacdo de células,
colocadas previamente na placa de cultura. O meio de cultura foi removido apds 24h da
semeadura e as celulas foram incubadas com ranelato de estroncio de acordo com 0s grupos:
Controle (DMEM + SBF 10%); 0,01mM e 0,1mM durante os periodos de 24h e 48h. Apds este
periodo de exposicdo, o meio foi removido e as células fixadas com 500pL de paraformoldeideo
(PFA) 4% por poco durante 30 minutos. Em seguida, foi utilizada 500pL solucdo de bloqueio
por 1h, seguida da incubacdo com o anticorpo primario diluido mantido por um periodo de
overnight em refrigeracdo. Terminado este periodo, foi adicionado 100uL do anticorpo
secundario diluido em solugédo de lavagem por 1h. Para concluir o ensaio o nucleo das células
foi corado com DAPI (1:2000) diluido em PBS 1x por 5minutos. Todas as etapas foram
intercaladas com lavagens sucessivas. Os preparados foram observados em um microscépico
confocal (LM710-Confocal-Zeiss), usando filtros seletivos para cada fluoréforo, as imagens
foram capturadas com a camara integrada e processador de imagem, usando uma objetiva de
20x. Para quantificar o nimero de células positivas marcadas para K167, utilizou-se o programa
Image J para obter o nimero de células imunomarcadas por campo. Foram fotografados 6

campos por ldmina sendo um total de 4 laminas por grupo no Photoshop.

2.2.4 Atividade de Fosfatase Alcalina no meio de cultura

A dosagem de fosfatase alcalina 0ssea foi realizada com intuito de avaliar a
atividade dos osteoblastos. Para avaliagdo deste pardmetro, amostras de meio completo foram

coletadas das placas de cultura de 96 pogos ap0s 24, 48, 72, 5 dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias de
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exposi¢éo aos compostos CL-P2(2,5uM) e CL-PA2(10uM). Apoés a coleta, as amostras foram
utilizadas para a dosagem de Fosfatase Alcalina Total (FAT), utilizando um “Kit” especifico,
cuja metodologia segue orientacdo do laboratoério fabricante (LABTEST®). Posteriormente,
uma amostra do material foi aquecida para obtencdo da atividade da fosfatase alcalina Gssea
(FAO). O método esta fundamentado na labilidade da isoforma dssea da fosfatase alcalina
frente ao calor. Aliquotas de 100 uLL da amostra foram incubadas em banho-maria a 56 oC por
10 minutos e imediatamente transferidas para um banho de gelo. A atividade da fosfatase
alcalina ndo dssea (termoestavel) foi determinada diretamente no espectrofotdmetro em
temperatura de 30 oC com leitura das absorbancias em 405 nm, tendo como substrato o p-
nitrofenilfosfato. A fracdo Ossea, por sua vez, foi determinada indiretamente subtraindo-se a
atividade obtida de fosfatase alcalina termoestavel da fosfatase alcalina total (MOSS;
WHITBY, 1975).

2.2.5 Mineralizagéo por Von Kossa

Com o intuito de investigar dos compostos CL-P2(2,5uM) e CL-PA2(10uM) no
processo de mineralizacdo pelos osteoblastos, observou-se também a formacdo de nddulos
mineralizados através do ensaio de Von Kossa. Nesse ensaio, as trocas do meio de cultura
aconteciam a cada 48 horas com a adi¢do de CL-P2(2,5uM) e CL-PA2(10uM), nos respectivos
grupos. No grupo controle ndo foi adicionado nenhum composto. Os grupos analisados foram
semeados em quadruplicata em placas de 12 poc¢os, a uma concentracdo de 103 células/poco,
mantidos em meio de cultura padrdo. As analises de mineralizacdo foram realizadas nos
periodos de 7, 14 e 21 dias. Ao final de cada periodo, o meio de cultura foi removido, cada pogo
foi lavado com PBS em temperatura ambiente e as células foram fixadas com etanol 100%
(1mL/poco) por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram reidratadas
em concentracdes decrescentes de etanol (100% até 50%, por 5 minutos em cada solucédo), e
lavadas em agua destilada por duas vezes. Em seguida, 1mL de solucdo de 5% de nitrato de
prata (AgNO3) foi colocado em cada poco e as células foram incubadas no escuro por 1 hora.
Entdo, as células foram lavadas quatro vezes em agua destilada e expostas a luz até que o

mineral escurecesse.

2.2.6 Morfologia celular por imunofluorescéncia
Os osteoblastos foram cultivados a uma concentragéo de 5x10* células por pogo em

uma placa de cultura de células (35 mm x 10 mm) de 4 pocos.
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Apos 24 horas, o meio foi removido e as células foram fixadas com 500uL de
paraformoldeido (PFA) 4% por pogo por 30 minutos. Em seguida, 500uL de solucdo de
bloqueio foi usado por 1h, seguido pela incubagdo com os anticorpos primarios diluidos para
BMP-2 (1:100), RANK-L (1:100) ¢ DKK (1:100) (SANTA CRUZ); ¢ WNT(1:500), p-
CATENINA (1:500) e OPG (1:200) (ABICAM), que foram mantidos por 4 horas. Ap0s este
periodo, foram adicionados 100uL do anticorpo secundario Alexa Fluor 594 anti-rabbit
(Invitrogen) diluido em solucéo de lavagem por 30 minutos. Em seguida, o nucleo da célula foi
corado com DAPI (1: 2000) diluido em 1x PBS por 5 minutos. Todas as etapas foram
intercaladas com lavagens sucessivas. As preparacdes foram observadas em microscépio
confocal (LM710- Confocal-Zeiss), utilizando filtros seletivos para cada fluoréforo, as imagens
foram capturadas com camera integrada e processador de imagens. Para quantificar o nimero
de células positivas marcadas com BMP-2, OPG e RANK-L, WNT, B-CATENINA e DKK o
programa Image J foi usado para obter o nimero de células imunomarcadas por campo. Dez
campos por slide foram fotografados com um total de 4 slides por grupo. (VERISSIMO et al.,
2012). Posteriormente, foi realizada analise quantitativa dessas imagens por meio de uma
pontuacdo, com modificacdes (RYCKE et al., 2009). Para isso, as células foram categorizadas
de acordo com a intensidade da coloracdo do nucleo (corado com DAPI) e do citoesqueleto
(corado com os anticorpos: BMP-2, OPG, RANK-L, WNT, B-CATENINA e DKK). As celulas
que apresentam marcacao difusa, granulada e de baixa intensidade foram denominadas fracas
(+) e conforme a marcagdo tornou-se mais evidente e mais intensa foram denominadas
moderadas (++) e fortes (+++). As imagens foram analisadas por 3 avaliadores por meio de um
estudo cego.

2.2.7 Expressdo protéica de BMP-2, OPG, RANK-L, WNT, B-CATENINA e DKK

Para avaliar a expressdo protéica de BMP-2, RANK-L, OPG, WNT, DKK e B-

Catenina, realizou-se Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas:

extracdo de proteinas, dosagem de proteinas e Western Blotting.

2.2.7.1 Extracdo de proteinas

As células foram cultivadas na concentracdo de 1.000 células/pogo em placas de 6
pocos com meio de cultura completo a temperatura de 37 oC e 5% de CO2. Apds 48h de
semeadura, o meio foi trocado e as células incubadas de acordo com os grupos: Controle
(DMEM + SBF 10%) e CL-P2(2,5uM) e CL-PA2(10uM) nas respectivas concentragdes. O
periodo de incubacdo do farmaco foi de 48h. Ao final desse periodo, 0 meio de cultura foi

removido, cada poco foi lavado com PBS em temperatura ambiente.
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Colocou-se 100ml de tampdo RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mMNacCl; 5 mM
EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sédio; 0,1% SDS) e inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de RIPA) em cada pogo da
placa. Em seguida, com um raspador de células, as amostras foram removidas e colocadas em
microtubos devidamente identificadas, vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min,
e centrifugadas (17 min, 40C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante (por¢éo

que contém as proteinas) foi transferido para um novo microtubo.

2.2.7.2 Dosagem de proteina
As proteinas foram dosadas pelo método do &cido bicinconinico e foi realizado

conforme descrito pelo fabricante (ThermoScientific, Estados Unidos, EUA). De acordo com

. . o 2+
este método, as proteinas presentes nas amostras red zem o cobre da sua forma cuprica (Cu™ )

1+ . . . .. ..
para a cuprosa (Cu~ ). Este se liga a duas moléculas de &cido bicinconinico, resultando na cor

purpura visualizada no final da reacdo. Inicialmente, a proteina foi diluida (1 pl de proteina: 20
ul de RIPA) e preparado 75uL de proteina diluida. Em seguida, misturou-se o reagente A
(Contém acido bicinconinico) e B (contem cobre) respectivamente na propor¢cdo de 50:1.
Posteriormente, colocou-se em duplicata 25 ul de cada amostra diluida e 200 pl da mistura final
do reagente A e B em placa de 96 pocos. Posteriormente, a placa foi incubada por 30 min a
370C em estufa. Enfim, efetuou-se a leitura da reacdo em leitor de Elisa a 562 nm. Para a curva,
foram utilizadas concentragdes conhecidas de Albumina serica bovina (BSA): 2000, 1500,
1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 pg/mL.

2.2.7.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 20 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 s, aquecendo
no banho maria (950C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 40C, 30s). Foi utilizado um nimero
de seis amostras para 0 experimento. Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas
em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para deposicdo das
amostras no fundo do poco e 120 v para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10%
(S100B, NFkB p65, RAGE e B-actina) ou 8% (iINOS e B-actina) e tampédo de corrida (25 mM
Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das
proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100

v por duas horas em tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol).
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Apos esta etapa, as membranas foram blogueadas por uma hora em agitagdo constante, para
reduzir as ligacOes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampéo
salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mMNacCl; 0,1%
Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens
por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, overnight a 40C sob
agitacdo constante, com o0s anticorpos anti-BMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, SC-6895,
1:200), anti- anti-RANK-L (Santa Cruz Biotechnology, SC- 7628, 1:200), anti-OPG
(ABICAM1:500), WNT (ABICAN 1:500), B-Catenina (ABICAN 1:500), DKK (Santa Cruz
Biotechnology, 1;200), ou anti-a-tubulina (Santa Cruz Biotechnology, SC-8035, 1:500)
diluidos em 1% de BSA em TBST. Ap0s esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada
com TBST. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goatanti-
rabbit (Invitrogen, 656120, 1:1000), ou HRP-goatanti-mouse (Invitrogen, 626520, 1:500) ou
HRP-rabbitanti-goat (Invitrogen, A16142, 1:1000) por duas horas em temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas trés vezes, duragdo de 10 min cada, com
TBST. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western
ECL blottingsubstrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram
capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA).

A densidade das bandas foi mensurada por meio do software ImageJ NIH,
Bethesda, MD, EUA).

2.2 Ensaios in silico

2.2.1 Docking molecular

Nas preparagbes das estruturas, CLP2 e CLP2a foram modeladas
tridimensionalmente no software Avogadro 1.1.2 (HANWELL et al.,, 2012) e optimizada
geometricamente utilizando o método Teoria Funcional da Densidade (DFT) com funcional de
correlacdo B3LYP e base 6-31G(d) presentes no software GAMESS (BARCA et al., 2020). As
estruturas proteicas (alvos neste docking) BMP-2 (PDB: 3BMP), FoxO (PDB: 3COA), LRP6
(PDB: 3S8Z), SOST (PDB: 5DR5) e RANK-L (PDB: 3ME2) de organismo homo sapiens
foram obtidas no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). A posicdo do encaixe do
acoplamento das proteinas foi baseada no ligante nativo da macromolécula e/ou com Web
Server Computed Atlas of Surface Topography of proteins - CASTp

(http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.ntml) para estruturas sem ligantes nativos. Para
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simulacdo de docking molecular foram utilizados o AutoDock tools (ADT) v4.2 para
preparacédo do ligante e alvo (MORRIS et al., 2009) e AutoDock Vina 1.1.2 para execugédo dos
calculos (TROTT; OLSON, 2010). A afinidade de ligacéo e as interacGes entre residuos foram
usados para determinar melhores interacbes moleculares. O resultado foi visualizado usando
ADT, Discovery Studio v4.5 (BIOVIA, 2020) e PLIP (SALENTIN et al., 2015).

2.2.2 Interactoma

Para realizacdo desta analise foi pesquisado algumas listas de genes e proteinas que
estdo envolvidos nas vias de formacdo 6ssea com o objetivo de encontrar os principais alvos
super relacionados com estes processos, assim como ativadores e receptores dessas vias. Esses
processos foram fornecidos pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e usado o portal
STRING 10.5 (http://string-db.org/) para a construgdo de um interactoma de tipo IPP (interacédo
proteina-proteina) de todos os processos bioldgicos encontrados.

2.3 Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao
da média (EPM).

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism,
versdo 6.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os grupos foram utilizados os seguintes
testes: o teste t de Student para comparar dois grupos e o teste de analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado
foi de 0,05 (a = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados

significantes.
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3. RESULTADOS

3.1 Investigacao de viabilidade e proliferagédo

3.1.1 Teste de viabilidade celular pelo método direto MTT

Para avaliarmos a viabilidade e proliferacdo celular utilizamos o método direto
MTT, os dados estdo expressos na figura 1. Ap6s 24 horas de incubagdo com o composto CL-
P2 (2,5uM) observou-se uma maior proliferagéo de osteoblastos (**p<0,01) quando comparado
ao grupo controle (DMEM), sugerindo uma auséncia de citotoxicidade da concentragdo
estudada sobre as células; houve diferencga estatistica entra os grupos CL-P2 (5uM), CL-P2
(10uM) e CL-P2 (20uM), comparados ao grupo CL-P2 (2,5uM) (#p<0,05).

Ap0s 24 horas de incubag¢do com 0s compostos CL-P2a, foi observado, em todas as
concentracdes, maior proliferacdo de osteoblastos (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,001)
quando comparado ao grupo controle (DMEM).

Apo6s 48 horas de incubagdo, as concentragdes dos compostos CL-P2 (2,5uM) e
CL-P2a (10uM), permaneceram aumentadas quando comparado ao grupo controle (p<0,05);
em relacdo ao composto CL-P2, houve diferenca estatistica entre as concentragdes 5, 10 e
20uM, quando comparadas a concentracéo de 2,5uM (##p<0,01; ####p<0,0001).

No periodo de 72 horas de incubacdo, apenas o composto CL-P2a (10uM),
apresentou maior proliferacdo celular comparado ao grupo controle (p<0,05).

Nota-se que os dados de citotoxicidade e viabilidade celular através do metodo
direto por MTT apontam bons resultados para os compostos CL-P2 e CL-P2a, com maiores

niveis de proliferagdo nas concentragdes CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM).
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FIGURA 1. Viabilidade e proliferacdo celular de osteoblastos murinos (OFCOL I1) apds 24h (A e B),
48h (C e D) e 72h (E e F), de cultivo celular. A viabilidade celular foi investigada através do ensaio MTT
nos respectivos tempos de incubagdo. Os compostos CL-P2 e CL-P2a foram incubados nas concentracdes de
2,5;5; 10 e 20 pM. O grupo DMEM corresponde ao controle (células com o meio de cultura DMEM). Nota-
se menores taxas de citotoxicidade sobre as células nos composto CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM). Os
resultados foram expressos como porcentagem média £ EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,01;
comparados ao grupo controle, e #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; ####p<0,01; comparados ao grupo CL-P2
(2,5). ANOVA, Bonferroni.

3.1.2 Avaliacéo da proliferacdo por expresséao de Ki-67

Foi utilizado o ensaio de proliferacdo celular atraveés da marcacdo de Ki-67 para

confirmar os resultados obtidos pelo MTT. Para este ensaio, 0s osteoblastos foram incubados
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por 24 horas na presenca dos compostos CL-P2; na concentragéo de 2,5uM; e CL-P2a; na
concentragdo de 10uM. A quantificagdo das células imunomarcadas demonstraram o efeito
proliferativo dos compostos, CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM), quando comparados ao grupo
controle (DMEM) (*p<0,05). (Figura 5). As figuras 2 e 3 ilustram esses resultados, observando-

se 0s nucleos celulares marcados em azul e a imunomarcacéo de ki-67 em verde.

24 h

N
o
1

_|

(u.a)

[62]
1

o
1

DMEM CL-P2 (2,5) CL-P2a(10)

ki-67 Intensidade de fluorescéncia

FIGURA 2. Efeito do CL-P2 E CL-P2a sobre a proliferacdo celular de osteoblastos murinos (OFCOL 11)
apos 24h de incubacdo. O numero de células com imunomarcacdo para ki-67 em osteoblastos incubados com
DMEM, CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) adicionado ao meio de cultura, foram contados por campo e os dados
expressos como média + EPM. *p<0,05; comparado ao controle. ANOVA, Bonferroni.



33

DMEM CL-P2 (2,5) CL-P2a (10)

Ki67 DAPI + Ki67
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FIGURA 3. Efeito do CL-P2 (2,5nuM) e CL-P2a (10pM) na expressdo de Ki67 em osteoblastos murinos
(OFCOL 11) ap6s 24h de incubagdo. Os nucleos apresentam-se corados com DAPI (azul) e as células ki 67
positivas, coradas com alexia 488 (verde). Grupo DMEM (células com o meio de cultura); Grupo CL-P2 (2,5uM)
(composto diluido em meio) e Grupo CL-P2a (10uM) (composto diluido em meio). As imagens foram obtidas no
aumento de 200x.

3.2 Ativacdo da atividade celular

3.2.1 Atividade de Fosfatase Alcalina no meio de cultura

A figura 7 ilustra a quantificacdo, por ELISA, da atividade de fosfatase alcalina
6ssea (FAO), no meio de cultura de osteoblastos incubados com com os compostos CL-P2 e
CL-P2a, nas concentragdes de 2,5uM e 10uM, respectivamente, por 24 horas, 48 horas , 72
horas, 5 dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias. A atividade aumentada da FAO, em relagdo ao grupo
controle DMEM, foi observada apds 48 horas de cultivo celular. A partir de 48 horas observou-

se um aumento significativo (**P<0,01) da atividade de FAO nos grupos CL-P2 (2,5uM) e CL-
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P2a (10uM), perdurando até 21 dias de incubagdo quando comparado ao grupo controle
(*p<0,05; **p<0,001). (Figura 4)
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FIGURA 4. Efeito do CL-P2 (2,5npM) e CL-P2a (10pM) nos niveis de Fosfatase Alcalina éssea em cultura
de osteoblastos murinos (OFCOL 1) durante 24 horas (A), 48 horas (B), 72 horas (C), 5 dias, 7 dias, 14
dias e 21 dias. Anélise da atividade de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) no cultivo de osteoblastos em diferentes
tempos de incubacdo. O grupo DMEM corresponde ao controle. Os compostos CL-P2 e CL-P2a foram
incubados nas concentragdes de 2,5uM e 10 pM, respectivamente. Os resultados foram expressos como
porcentagem média + EPM. *p<0,05; **p<0,01 (comparados ao grupo controle). ANOVA, Bonferroni.

3.2.2 Mineralizacdo por Von Kossa

O ensaio de mineralizacdo pelo método de VVon Kossa demonstrou que a incubacéo
de osteoblastos resultou no aumento dos nédulos de minerais com os compostos CL-P2
(2,5uM) e CL-P2a (10uM) em nos tempos de 7,14 e 21 dias As figuras 5, 6 e 7 ilustram os
nddulos de mineralizacdo (identificados por setas), a contagem dos nddulos e a porcentagem de
area por nodulo

Observou-se uma maior formacao de nddulos no grupos CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a
(10uM), nos periodos de 7 (Figuras 8B e 8C) , 14 (Figuras 8E e 8F) e 21 dias (Figuras 8H e 8l),
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quando comparado aos respectivos grupos controles (*p<0,05; **p<0,001). (Figuras 8A, 8D E
8G)

DMEM CL-P2 (2,5) CL-P2a (10)

14 dias 7 dias

21 dias

FIGURA 5. Imagens representativas do ensaio de mineralizagéo descrito por Von Kossa. A mineralizagio é
observada a partir da presenca de pontos negros apontados por setas nos tempos de 7, 14 e 21 dias. Observamos
um aumento do nimero de nédulos nos compostos CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) a partir de 7 dias, comparados
ao grupo controle. DMEM consiste de células incubadas com o meio de cultura. As imagens foram obtidas no
aumento de 200x.
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FIGURA 6. Efeito do CL-P2 (2,5nuM) e CL-P2a (10pM) no processo de mineralizacéo, evidenciado pelo por
coloragéo de Von Kossa em osteoblastos murinos (OFCOL I1) apds o periodo de 7, 14 e 21 dias de incubac&o.
A mineralizacdo é observada a partir da presenca de pontos negros. Grupo controle (DMEM) consiste de células
incubadas apenas com o meio de cultura. Os resultados foram expressos como porcentagem média + EPM.
*p<0,05; **p<0,01 (comparados ao grupo controle). ANOVA, Bonferroni.
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FIGURA 7.. Quantificacéo dos dep6sitos de calcio evidenciados por Von Kossa em osteoblastos (OFCOL
11) ap6s o periodo de 7, 14 e 21 dias de incubacao. O resultado € expresso como percentual de area de ocupacao
pelos nodulos minerais. Grupo DMEM (células cultivadas sem biomaterial). Valores expressos como porcentagem
média £ EPM. *p<0,05; **p<0,01 (comparados ao grupo controle). ANOVA, Bonferroni.

3.3 Mecanismos de acdo na ativacgao celular
3.3.1 Ativacéo da via BMP-2, OPG, RANKL

Os marcadores BMP-2, OPG, RANKL séo proteinas do metabolismo 0sseo e estao
encontradas no citoplasma celular. As expressdes de BMP-2, OPG, RANKL foram estudadas
em cultura de osteoblastos murinos incubados com CL-P2 e CL-P2a, nas concentracdes de
2,5uM e 10uM, respectivamente, atraves dos ensaios de imunofluorescéncia e Western Blot,
por 24 horas. Nas figura 8, 9 e 10, observamos um aumento significativo da expressao proteica
da via 0ssea BMP-2, RANKL E OPG nos grupos CL-P2 (2,5) e CL-P2a (10), tanto na

imunofluorescéncia com no Western Blot, comparados ao grupo controle (p<0.05; p<0.01).
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FIGURA 8. Efeito do CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) na expressao proteica de BMP-2 apdés 24 horas
de incubacao. Apds 24 horas de incubagdo aumentou a expressao de BMP-2 nos ensaios de imunofluorescéncia
(A e B) e Western Blot (C), comparados ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01). Grupo controle (DMEM)
consiste de células incubadas com o meio de cultura sem a adi¢do dos compostos. Os resultados foram expressos
como porcentagem média + EPM. *p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no

aumento de 200x.
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FIGURA 9. Efeito do CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10pM) na expressdo proteica de RANKL, 24 horas de
incubacdo. Apds 24 horas de incubacdo aumentou a expressdo de RANKL nos ensaios de imunofluorescéncia (A e
B) e Western Blot (C), comparados ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01). Grupo controle (DMEM) consiste de
células incubadas com o meio de cultura sem a adi¢cdo dos compostos. Os resultados foram expressos como
porcentagem média + EPM. *p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no aumento de

200x.
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FIGURA 10. Efeito do CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) na expressédo proteica de OPG, 24 horas de
incubacado. Apds 24 horas de incubagdo aumentou a expressao de OPG nos ensaios de imunofluorescéncia (A e
B) e Western Blot (C), comparados ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01). Grupo controle (DMEM) consiste
de células incubadas com o meio de cultura sem a adigdo dos compostos. Os resultados foram expressos como
porcentagem média + EPM. *p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no aumento

de 200x.

3.3.2 Participacgao da via de proliferacdo celular WNT, B-CATENINA e DKK

A via Wnt/B-catenina é conhecida por estimular a funcdo dos osteoblastos. A

expressdo proteica de WNT e B-catenina apresentou-se aumentada no grupo dos compostos Os
CL-P2 (2,5) e CL-P2a (10), representados nas Figuras 11 e 12 (p<0.05). N&o houve resultados

significativos na expressdo proteica do inibidor da via DKK, representado na Figura 13.

CLP2-(2,5) CLP-2a(10)

>

WNT/3A MERGE

DAPI

Intesidade de Fluorescé

a-tubulina

WNT

DMEM  CLP-2 (2,5) CLP-2a (10)

o i e 55 kDa

WNT Mmoo mm 40kDa
DMEM CL-P2(2,5) cL-P2a(10)

WB - WNT

Relagao WNT/Tubulina
N w & oo

)

DMEM CLP2(25)  CLP2A(10)

FIGURA 11. Efeito do CL-P2 (2,5nuM) e CL-P2a (10pM) na expresséo proteica de OPG, 24 horas de incubagéo.
Apos 24 horas de incubagdo aumentou a expressdo de OPG nos ensaios de imunofluorescéncia (A e B) e Western Blot
(C), comparados ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01). Grupo controle (DMEM) consiste de células incubadas com
0 meio de cultura sem a adicdo dos compostos. Os resultados foram expressos como porcentagem média £ EPM.
*p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no aumento de 200x.
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CLP2-(2,5) CLP-2a(10)

FIGURA 12. Efeito do CL-P2 (2,5nuM) e CL-P2a (10puM) na expressao proteica de OPG, 24 horas de incubagéo.
Apo6s 24 horas de incubacdo aumentou a expressao de OPG nos ensaios de imunofluorescéncia (A e B) e Western Blot
(C), comparados ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01). Grupo controle (DMEM) consiste de células incubadas com
0 meio de cultura sem a adicdo dos compostos. Os resultados foram expressos como porcentagem média + EPM.
*p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no aumento de 200x.
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0 meio de cultura sem a adi¢do dos compostos. Os resultados foram expressos como porcentagem média £ EPM.
*p<0,05; **p<0,01. ANOVA, Bonferroni. As imagens foram obtidas no aumento de 200x.

3.4 Docking molecular

Observou-se que as interacdes moleculares apresentaram dados com valores abaixo de -6,0
kcal/mol, onde pode-se interpretar que ocorreram ligagdes firmes. Os valores de afinidade de
ligacdo entre CLP2 com BMP-2, FOXO, LRP6, RANK-L, SOST foram respectivamente -6.5,
6.8, -6.9, -7.4, -6.4 kcal/mol. Nas interacbes com CLP2a e com BMP-2, FOXO, LRP6, RANK-
L, SOST foram respectivamente -6.1, -6.6, -7.6, -6.8, -6.4 kcal/mol. A figura 1 mostra o
resultado da simulacéo.

Figura 14: Resultado do docking molecular em afinidade de ligacdo (kcal/mol) nas interacdes
entre CLP2 e CLP2a com os alvos BMP-2, FOXO, LRP6, RANK-L, SOST.
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Figura 15 - Rede IPP de alguns principais processos biologicos da formacéo 0ssea.
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. Negative regulation of canonical WNT signaling pathway

—, TNFSF11 - Positive regulation of osteoblast proliferation

1

- WNT-activated receptor activity

\L__ TNFRSF11B

p

Fonte: Adaptado pelo autor.

No interactoma é exibido as interacdes diretas com LRP5/LRP6, estruturas que sdo
componentes do complexo Wnt-Fzd-LRP5-LRP6 que desencadeia a sinalizacdo de beta-
catenina através da inducdo de agregacao de complexos receptor-ligante em sinais do tamanho
de ribossomos. Correceptor de superficie celular da sinalizacdo Wnt/beta-catenina, que
desempenha um papel fundamental na formacéo Gssea (JOHNSON et al., 2017). E observado
interacdes da esclerostina, uma estrutura que atua como regulador negativo do crescimento
0sseo que atua atraves da inibicdo da sinalizacdo Wnt e formacéo 6ssea (Semenov et al., 2005)
Além disso vé-se um grande numero de interacfes na Proteina morfogenética 6ssea (BMP-2);
proteina que induz a formacdo de cartilagem e 0sso. Estimula a diferenciacdo de mioblastos em
osteoblastos através da via EIF2AK3-EIF2A-ATF4. A ativacdo de BMP2 de EIF2AK3
estimula a fosforilacdo de EIF2A que leva ao aumento da expressdo de ATF4 que desempenha
um papel central na diferenciacdo de osteoblastos (PICKE et al., 2016). Por fim, é visto que
essas proteinas apresentam grande importancia na formacdo Gssea, assim como problemas
associados a mesma. Os dados mostram a motivacdo pela escolha nas simulacdes do docking

molecular.
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4. Discussao

No presente estudo foi avaliado o efeito de dois compostos semisintéticos isolados
a partir do triterpeno 3f3,6p,16-tri-hidroxilup20(29)-eno (CL-1). Os ensaios foram realizados
in silico e in vitro: investigando os alguns alvos do metabolismo d¢sseo; niveis de proliferagdo
e viabilidade celular, ativacdo da atividade Ossea (através dos niveis de fosfatase alcalina) e
formacdo de cristais 6sseos e investigacao das vias de metabolismo 6sseo. Foi comprovando a
atividade do composto no processo fisioldgico de neoformacéo dssea.

Os resultados deste trabalho demonstram, pela primeira vez, o potencial que os
compostos semissintéticos CL-P2 e CL-P2a, isolados a partir do triterpeno CL-1 exercem sobre
osteoblastos murinos. Demonstramos que: 0s alvos do metabolismo 6sseo selecionados na
docagem molecular apresentaram interagdo com os compostos; ndo houve citotoxicidade no
cultivo de osteoblastos; houve um aumento da viabilidade e proliferacao celular; houve ativacao
do metabolismo celular e aumento na expressdo das proteinas que participam do metabolismo
0sseo.

Produtos naturais s@o a base para diversos insumos biotecnologicos. De fato, estes
sdo compostos biologicamente ativos com grande potencial terapéutico que formam bases
moleculares para muitas drogas em uso clinico. O uso empirico das plantas medicinais como
Unica opcao terapéutica de algumas populacdes e conhecimento produzido serviu de base
cientifica para a investigacdo e producdo racional de medicamentos baseados em moléculas
extraidas de produtos naturais. Os estudos farmacoldgicos com extratos e compostos isolados
de diferentes partes da especie Combretum leprosum sugerem diversas atividades biologicas,
como: efeitos anticolinesterasico, antiulcerogénico, anticonceptivo, anti-inflamatorio e
antiproliferativo (FACUNDO et al., 2005; NUNES et al., 2009; LONGHI-BALBINOT et al.,
2012; HORINOUCHI et al., 2013).

Dentre os compostos encontrados em C. leprosum, o triterpeno 3B,6p,16p-tri-
hidroxilup20(29)-eno (CL-1) foi descrito por Facundo e colaboradores (1993). A partir deste
composto, diferentes moléculas puderam ser sintetizadas. Recentemente foi realizado o
isolamento deste metabolito e obtencéo de seis derivados semissintéticos (hidrogenado - CL-
P5, desidratado — CL-P1, diacilado — CL-P2A, triacilado — CL-P2, oxidado — CL-P3, hidrazona
- CL-P6 e oxima — CL-P9) (SILVA FILHO, 2020). Recentemente pesquisadores realizaram
estudos com o0s compostos semi-sintéticos CL-P2 e CL-P2a derivados do triterpeno CL-1,
obtido das flores do Combretum leprosum mart. Para ambos os compostos foi demonstrado a

auséncia de toxicidade em fibroblastos murinos (L929) e em queratindcitos humanos (HaCaT),
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atividade antinociceptiva em camundongos e a capacidade de exercer agdes proliferativas e
ativadoras do metabolismo celular (ASSIS, 2015; PASSOS, 2020).

Os estudos farmacoldgicos com extratos e compostos isolados a partir de diferentes
partes do C. leprosum sugerem atividades bioldgicas como: efeito proliferativo, anti-
nociceptivo, anti-colinesterase, anti-ulcerosa e pro-cicatrizante. (FACUNDO et al., 2005;
NUNES et al., 2009) Embora o “mofumbo” seja usado popularmente como planta medicinal
para cicatrizacéo de feridas, alguns trabalhos apontam resultados promissores sobre os efeitos
de cicatrizacdo, angiogénese e estimulo do reparo de lesGes cutaneas (LONGHI-BALBINOT
et al., 2012; ASSIS, 2015; HORINOUCHI et al., 2013; PASSOS, 2020).

Atualmente, a classe dos triterpenos vem sendo amplamente estudada e utilizada
pela industria farmacéutica (SILVA et al., 2020). Estudos realizados com o triperteno bioativo
CLF-1 de C. leprosum comprovaram a viabilidade em fibroblastos saudaveis, induzindo a
proliferacdo dose-dependente em modelo de cicatrizagéo in vitro.

Apesar das propriedades do C. leprosum evidenciadas na literatura, ndo ha relatos
de trabalhos investigando a acdo desses compostos no metabolismo 0sseo. Diante disso,
levantou-se a hipdtese da importéncia do estudo com os compostos na perspectiva de
investigacdo e desenvolvimento de farmacos que possam atuar como bioativadores e
reguladores do metabolismo dsseo.

A biocompatibilidade dos compostos isolados CL-P2 e CL-P2a foi demonstrada
por Passos (2020), em culturas de fibroblastos murinos e queratindcitos humanos. Nossos
resultados de viabilidade e proliferacdo celular através do método direto MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio), corroboram que esses estudos, uma vez que 0S
osteoblastos murinos incubados com os compostos CL-P2 e CL-P2a apresentaram-se Vviaveis,
sem indicios de toxicidade nos diferentes intervalos de tempo e concentrac6es estudados. Com
as concentragfes do composto CL-P2 (2,5uM), apresentando melhores resultados nos tempos
de 24 e 48 horas, e a concentracdo do composto CL-P2a (10uM) apresentando melhores
resultados resultados nos tempo de 24, 48 e 72 horas, ambos comparados com as outras
concentragdes dos mesmos compostos inicialmente selecionadas para o estudo.

Os resultados achados com o ensaio de MTT apontaram que as concentracdes de
CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) como mais viaveis e biocompativeis. A fim de confirmar
estes achados relacionados com a proliferacdo celular, realizamos o ensaio de imunomarcacéao
para Ki-67, um marcador estabelecido de proliferacdo celular, em osteoblastos incubados por
24 horas com compostos CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM). Os resultados obtidos confirmam

o efeito proliferativo de ambas as concentraces, tanto nas analises qualitativa como
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quantitativas, apds os resultados apresentados, selecionamos as concentragdes de CL-P2
(2,5uM) e CL-P2a (10uM) para prosseguir com proXimos ensaios.

A fim de avaliar os efeitos dos compostos de CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a (10uM) na
ativacdo de osteoblastos, o presente estudo investigou seu efeito na expressao proteica de
fosfatase alcalina dssea (FAQ), além de dosar, por ELISA, os niveis desta proteina no meio de
cultura. A FAO, marcador da atividade de osteoblastos, € uma enzima importante no processo
de mineralizacdo 6ssea e esta envolvida, principalmente, na primeira fase desse processo
(WITTKOWSKE et al. 2016). Essa enzima é extremamente importante no processo de
mineralizacdo extracelular, uma vez que ela libera fosfato inorgénico a partir de pirofosfato
inorganico presente no meio extracelular (GOLUB & BOESZE-BATTAGLIA, 2007; ORIMO,
2010; MILLAN & WHYTE, 2016). Observamos que a incubagio de osteoblastos com CL-P2
e CL-P2a, nas concentragcdes de 2,5uM e 10uM, respectivamente, resultou no aumento
significativo dos niveis de FAO no meio de cultura, a partir de 48 h de incubagdo. N&o houve
um resultado significativo no tempo de 24 horas, supomos que este tempo ndo foi suficiente
para que ocorra o contato e sinalizacdo entre os osteoblastos e consequente ativagdo das células.

A maior atividade dos osteoblastos foi confirmada no presente estudo através da
coloracdo histologica de Von Kossa, usada para quantificar a mineralizacdo em culturas de
células ou cortes histoldgicos. Observamos que ambos 0s grupos CL-P2 (2,5uM) ¢ CL-P2a
(10uM) desenvolveram mais ndédulos de mineralizacao quando comparados ao grupo controle.
Esse aumento ocorre principalmente no nimero de nddulos. Realizamos a mensuracao tanto
por nimero de nddulos como por area ocupada por cada nddulo. Na avaliagdo por area 0s
composto CL-P2 (2,5uM) apresentou resultados mais promissores quando comparado com o
grupo CL-P2a (10uM). Isso significa que os osteoblastos estdo ativos quando incubados com
os biomateriais e exercendo sua funcdo biologica (WENNBERG et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que os compostos CL-P2 (2,5uM) e CL-P2a
(10uM) atuam como potenciais ativadores dos osteoblastos murinos. Buscando entender os
mecanismos moleculares que atuam sobre a ativacdo dessas células, realizamos os ensaios de
imunofluorescéncia e Western Blot para via 6ssea BMP-2/OPG/RANKL e para via WNT/ 8-
CATENINA.

O estudo mostrou o aumento da expressdo proteica de BMP-2, RANKL, OPG,
WNT e B-catenina, enquanto ndo ha alteragdo na expressdo de DKK. Esses achados nos leva a
entender que aumento da proliferacdo e ativacdo celular pode esta associado ao aumento da
expressao da via Wnt/B-catenina, esta via quando ativada permite que as Wnts entregue seu
sinal ligando-se ao receptor FZD e LRP5/6 (GRUBER et al., 2016). Esta interacdo resulta na
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inativagdo do complexo de destruicdo de B-catenina. Consequentemente a [-catenina se
acumula no citoplasma, e entdo é translocada para o nucleo onde associa-se com fatores de
transcricdo para ativar genes alvo, como BMP-2, estimulando a osteoblastogénese e ativando
da células osteogénicas. (GRUBER et al., 2016).

Corroborando com esses achados, Rodda & McMahon (2006) demonstraram que a
sinalizagdo Wnt/B-catenina estimula osteoblastogénese, promovendo comprometimento e
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais pluripotentes em dire¢cdo a linhagem
osteoblastica, a0 mesmo tempo em que suprime o comprometimento com a linhagem
condrogénica e adipogénica. Acreditamos que o provavel aumento da expressao de BMP-2, nos
grupos de CL-P2 e CL-P2a, esteja contribuindo para manutencdo da viabilidade e ativacéo
celular. Supomos que os mecanismo ligados ao aumento de BMP-2 esteja associado a via
candnica de Wnt/B-catenina. Essa hipotese ¢ fortalecida nos achados de Almeida, et al. (2005)
que a sinalizagdo de Wnt/p-catenina promove a um aumento do osteoblastos produtores de 0sso.
Além disso, as Wnts previne a apoptose de osteoblastos maduros e prolongando sua vida util.
No tecido 0sseo, a via Wnt regula a osteogénese e parece estar envolvida no processo de reparo
0sseo (KRISHNAN et al., 2006).

A via candnica Wnt afeta toda a linhagem osteoblastica, estimulando o
comprometimento e diferenciacao de células tronco mesenquimais em osteoblastos. A ativacéo
da via Wnt em osteoblastos promove expressao de OPG, que através do eixo RANKL/OPG,
diminui a diferenciacdo de osteoclastos e consequentemente reducdo da reabsorcdo Ossea
(BARON & KNEISSEL, 2013). Durante o reparo 0sseo, a via Wnt melhora a massa 6ssea, pois
promove osteoblastogénese e contribui para funcéo do osteoblasto sendo considerada, portanto,
osteoindutora (KRISHNAN et al., 2006; MAJIDINIA et al., 2017).

Dentro dos processos de concepcao de um novo farmaco, os estudos in silico visam
a otimizacdo dos compostos em relacdo as suas propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas, avaliando os paradmetros relacionados a forma de administracdo, o
comportamento e a distribuicdo dos candidatos a farmacos no organismo humano e sua
eliminacdo, otimizando-se entdo a avaliacdo ampla do potencial farmacoldgico das substancias

e a identificacdo dos possiveis alvos (MIGNANI et al.,2016).

Nos resultados de docagem molecular, evidenciamos a interacdo dos compostos
CL-P2 e CL-P2a sob as vias de sinalizacdo WNT/B-catenina e a via RANK-L/OPG. O estudo
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de Docking molecular mostra as interagdes diretas com LRP5/LRP6, estruturas que sdo
componentes do complexo Wnt-Fzd-LRP5-LRP6 que desencadeia a sinalizagdo de -catenina
através da inducdo de agregacdo de complexos receptor-ligante em sinais do tamanho de
ribossomos. Correceptor de superficie celular da sinalizagdo Wnt/p-catenina, que desempenha
um papel fundamental na formacéo 6ssea (JOHNSON et al., 2017). Além disso, vé-se um
grande numero de interacfes na Proteina morfogenética dssea (BMP-2); proteina que induz a
formacéo de cartilagem e 0sso e estimula a diferenciacdo de mioblastos em osteoblastos, através
da via EIF2AK3-EIF2A-ATF4. A ativagdo de BMP2 de EIF2AKS3 estimula a fosforilagdo de
EIF2A que leva ao aumento da expressdo de ATF4 que desempenha um papel central na
diferenciagcdo de osteoblastos (PICKE et al., 2016). Por fim, sugerimos que a interacdo dos
compostos CL-P2 e CL-P2a com as proteinas que participam do metabolismo de neoformacéo
Ossea abre perspectivas para mais estudos que possam elucidar os mecanismos biologicos e

moleculares envolvidos nessas.
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5. CONCLUSOES

Os compostos CL-P2 e CL-P2A apresentam baixa citotoxicidade em osteoblastos murinos;

Os compostos CL-P2 e CL-P2A ativam a atividade 6ssea em osteoblastos murinos;

Os compostos CL-P2 e CL-P2A aumentam a expressao da via Wnt/p-catenina;

Os compostos CL-P2 e CL-P2A possuem alvos farmacodinamicos diretamente relacionados as
proteinas do metabolismo ésseo.
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