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RESUMO

CASSIANI, M.C. Avaliacao in vitro da adesao, proliferacao e
expressao de proteinas por meio de imunofluorescéncia de células
osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de
macrofagos da linhagem RAW 264.7 . 2021. Trabalho de Conclusdo de
Curso - Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2021.

A osteogénese é alcancada ndao somente por células osteobldsticas do
sistema esquelético, mas também como resultado de uma cooperacdo
com multiplos sistemas, entre eles, o imune. Células como macréfagos
liberam varias moléculas sinalizadoras que poderiam afetar positiva ou
negativamente a capacidade osteogénica dos osteoblastos. Sendo assim,
o objetivo do presente projeto foi avaliar a influéncia do meio
condicionado de células da linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7
polarizadas em M1 por meio de lipopolissacarideos (LPS), na cultura de
células osteoblasticas murinas MC3T3-E1. Apds a armazenamento do meio
condicionado, as células osteobldsticas foram cultivadas em garrafas em
meio de cultura osteogénico até a subconfluéncia e plaqueadas em uma
concentragao de 2 x 10% células por poco em placas de cultura (n=5) com
laminulas de vidro ja posicionadas e adequadas para a adesdao e
proliferacdo das células. Os grupos experimentais foram divididos em
células controles (C) e células tratadas com 50% de meio condicionado de
macréfagos (MC). Apds os tempos experimentais, foram avaliados os
seguintes parametros: adesdo e proliferacdo celular, além da expressao
das proteinas fosfatase alcalina (ALP), sialoproteina dssea (BSP) e
osteopontina (OPN) por meio de imunofluorescéncia. Os dados numéricos
obtidos foram analisados por programas estatisticos adequados para p <

0.05. A adesdo celular foi maior para o grupo MC apesar de auséncia de



significancia estatistica. A analise qualitativa com marcador Ki-67 revelou
maior proliferacao celular no grupo MC. A imunolocalizacdo das proteinas
ALP e BSP foi similar entre os grupos e maior no grupo MC para a proteina
OPN. Os resultados sugerem que a presenca do meio condicionado de
macrofagos possa estimular a adesao e a atividade funcional de células

osteoblasticas.

Palavras-chave: macrofagos, osteoblastos, meio condicionado



ABSTRACT

CASSIANI, M.C. Influence of RAW 264.7 macrophages conditioned
medium on adhesion, proliferation and immunolocalization of
proteins in MC3T3-E1 osteoblastic cells. 2021. Trabalho de Conclusao
de Curso - Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto, Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022.

Osteogenesis is achieved not only by osteoblastic cells but also as a result
of cooperation with several systems such as the immune system.
Macrophages may secrete several signaling molecules, which may affect in
a good or bad way the osteogenic capacity of osteoblasts. Thus, the
objective of this project was to evaluate the influence of a medium
conditioned with RAW264.7 macrophages polarized for M1 (using LPS) in
the culture of MC3T3-E1 osteoblastic cells. After the storage of the
conditioned medium, osteoblastic cells were cultured in flasks in the
osteogenic medium until subconfluence and seeded at a concentration of 2
x 104 cells per well in culture plates (n = 5) on glass slides adequate for
cell adhesion and proliferation. Experimental groups were divided into
control cells (C) and treated with 50% of the conditioned medium (MC).
After the experimental period, the following parameters were evaluated:
cell adhesion proliferation as well as expression of alkaline phosphatase
(ALP), bone sialoprotein (BSP), and osteopontin (OPN) employing
immunolocalization. Statistical programs consistent with significance
p<0.05 analyzed the results. Cell adhesion was higher for the MC group
despite the absence of statistical significance. Qualitative analysis with
Ki67 marker revealed an increase in cell proliferation in the group MC after
24 hours and 3 days of culture. Immunolocalization of ALP and BSP was
similar between the groups and higher in the MC group for OPN protein.

The results suggest that the conditioned medium of macrophages



polarized to M1 may stimulate adhesion and functional activity in

osteoblastic cells.

Key-words: macrophages, osteoblasts, conditioned medium
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1.Introducao

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo especializado formado
por células (ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos) e por uma matriz
extracelular calcificada, denominada matriz éssea, a qual é constituida por
uma parte organica (fibras colagenas, proteoglicanos, glicoproteinas) e
por uma parte inorganica (ions de fosfato e calcio). Esse tecido é
responsavel por promover a sustentacdo corporal e possibilitar a
locomocdo esquelética.

Segundo Li et al. (2018), a osteogénese é alcancada ndao somente
pelas células osteoblasticas do sistema esquelético, mas por uma
cooperagcao com multiplos sistemas, entre eles o sistema imune. Células
como polimorfonucleares neutréfilos, mondcitos e macréfagos podem
secretar varios tipos de moléculas sinalizadoras, tais como espécies
reativas de oxigénio (ROS), interleucina-8, TNFa, IL-6, IL-4 e IL-10, as
quais poderiam afetar a capacidade osteogénica dos osteoblastos.

Esta associacdao do sistema esquelético com o sistema imune
permite com que haja um compartilhamento de moléculas reguladoras,
incluindo citocinas, receptores, moléculas de sinalizacdo e transdutores de
sinalizagao (Jiang et al., 2015), fazendo com que alguns componentes do
sistema imune tenham um impacto significativo no osso, auxiliando na
explicacdo da ocorréncia de osteoporose em conjunto com reacoes
inflamatorias cronicas (Pietschmann et al., 2016).

A osteoporose é uma doenca que acomete principalmente as
mulheres na pds-menopausa e idosos, apresentando elevada taxa de
morbimortalidade (Radominski et al., 2017). Dado que, devido as
fraturas, ha a ocorréncia de dor, incapacidade fisica e deformidades, é de
extrema importancia que a populacao de risco seja identificada através do
diagnéstico e tratamento precoces. Além disso, pode-se comprovar o

efeito sistémico da osteoporose ao observar que a patologia atinge nao
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somente as vértebras, como também o osso alveolar, o que torna sua
presenca um fator de risco para o sucesso de implantes dentarios (Radi et
al., 2018). Por sua vez, os implantes dentarios e suas propriedades
particulares, principalmente de rugosidade superficial, também podem
influenciar a resposta de células imunoldgicas e regular a osteogénese
durante a osseointegracao (Li et al., 2018).

Muitos tipos de células imunes participam da resposta imune
induzida, tais como os linfécitos, células dendriticas, macrofagos e
mastocitos (Franz et al., 2011). De acordo com um estudo realizado por Li
et al. (2015), linfécitos T e B desempenham um importante papel na
mobilizacao de células progenitoras hematopoiéticas, (HSPC), regulando a
remodelacdo Ossea. Ja estudos como o de Chang et al. (2008) e Pettit et
al. (2008) mostram que os macréfagos tém um papel essencial para a
eficiéncia da osteogénese e que sua deplecao levaria a uma perda
completa da remodelacdo éssea in vivo. As citocinas, moléculas de
sinalizacao e fatores de crescimento liberados pelos macrofagos podem
exercer um papel importante no estimulo ou inibicdo da osteogénese
(Sridharan et al., 2015). Apesar disso, o papel destas moléculas na
osteomodulacdo ainda é controverso e ndo muito conhecido.

Com base no exposto acima, é notdéria a influéncia mutua e
complexa entre células do sistema imune, e o tecido ésseo, em diversos
aspectos. No entanto, na literatura existem poucos estudos que abordam
tal associagao. Assim, realizamos o aprofundamento do estudo sobre a
relacdo sistema imune e tecido dsseo para o auxilio no entendimento de
doencas prevalentes como a osteoporose com o auxilio de linhagens pré
estabelecidas e baseado na literatura recente (Tu et al. 2015, Cho et al.,
2016, Edelmayer et al., 2017, Zhang et al., 2017).

A partir desses dados, e ao percorrer de todo o periodo de vigéncia
da bolsa, foi realizada a coleta e posterior armazenamento do meio
condicionado de macréfagos da linhagem RAW 264.7 polarizadas em M1
por meio de lipopolissacarideos. A quantidade de meio a ser coletada foi

determinada previamente no planejamento do projeto, levando-se em
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consideracao a quantidade necessaria para realizar o plaqueamento e as
trocas de meio a cada 2 dias, até a finalizacdo de todos os experimentos
propostos. O meio coletado foi armazenado em tubos de 50 ml e
congelado em freezer a — 20°C para ser utilizado nas etapas seguintes.
Além disso, foi realizada a expansao de células osteoblasticas da linhagem
MC3T3-E1 e seu plagueamento apds atingida a confluéncia adequada das
células, foi também executado ensaio de adesao celular, confeccao das
imagens para contagem e construcdo de graficos. Nos meses seguintes,
deu-se continuidade ao projeto, de forma a realizar os ensaios de
proliferacdo celular por meio do marcador Ki67, em que as células foram
cultivadas sobre laminulas de vidro por 24 e 48 horas, além de realizados
os ensaios de imunofluorescéncia para expressdao de proteinas
relacionadas com o processo de osteogénese (ALP, BSP e OPN), em que
as células também foram cultivadas sobre laminulas de vidro, mas por um
periodo de 3 dias; apds, confeccao de graficos, realizacdo e sobreposicdo
das imagens obtidas, para confecgao de pranchas, a fim de comparar a
expressdao proteica em imunofluorescéncia. A seguir, estd descrita a

metodologia utilizada.

2.Materiais e Métodos

2.1.Preparacao do meio basico adequado para RAW 264.7

Para realizar a cultura da linhagem celular de macréfagos murinos
RAW 264.7 polarizados em M1 por lipopolissacarideos (LPS), inicialmente
foi preparado 400 ml do meio D-MEM (Dulbecco “s Modified Eagle Medium)
e calibrado seu pH entre 6,7 e 6,8 de forma que alcancasse pH 7,0
durante sua filtragem, no fluxo. Posteriormente, o meio foi suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina. Para
isso, adicionou-se 360 ml de D-MEM filtrado em uma garrafa de 500 ml e
verteu-se sobre ele 40 ml de soro fetal bovino e duas aliquotas de 1 ml

cada de penicilina/estreptomicina que foram previamente descongeladas.
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2.2. Expansao celular

A garrafa com meio suplementado de D-MEM foi aquecida em
banho-maria a 37°C durante 20 minutos. Enquanto isso, a linhagem
celular de macréfagos da linhagem RAW 264.7 foi descongelada de vials
armazenados em tambores de nitrogénio. Adicionou-se 4 ml de meio
aquecido e o conteldo do vial em um tubo Falcon de 15 ml. Levou-se o
conjunto para a centrifuga por 5 minutos a 2.000 rpm, de maneira que
um pellet foi formado ao fundo. O sobrenadante foi vertido de uma vez
em um descarte, com a precaucao de manter o pellet no fundo do tubo.
Foi realizada a suspensao e homogeneizacao do pellet com 2 ml de meio
novo. Apds isso, 19 ml de meio foi adicionado em uma garrafa de cultura
de 75 cm3 e 19ml adicionados a uma segunda garrafa de cultura.
Adicionou-se 1 ml do meio com as células em cada garrafa, completando,
assim, os 20 ml. Apds a finalizacdo, observou-se no microscopio e as

garrafas foram levadas para estufa a 37°C e 5% de CO2.

2.3.Armazenamento do meio condicionado

O Lipopolissacarideo utilizado foi obtido de E. coli, em total possuia
1 mg e foi fornecido enquanto pé liofilizado. Portanto, foi adicionado 1 ml
de PBS filtrado (phosphate buffered saline) e homogeneizado suavemente
até o poé se dissolver. Em seguida, foram feitas aliquotas de 50 pyL em 20

tubos eppendorf, que foram armazenados em freezer a -20°C.

o Y A 0
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bul'. Jo rovocar o vomilo. Contacts Imedii 1

INFORMAGAQ ANTIVENENOS/ médico.
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wb.ll‘ﬂ ode ser obtids por melo de www. signieidfel
J:“].ﬂh‘ -21

Figura 1 - LPS enquanto pé liofilizado.
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Figura 2 - Aliquotas de LPS dissolvidas em PBS filtrado.

Apds 24 horas de expansdao do meio condicionado, em um becker,
foi misturado 19,95 ml de meio e acrescido o conteddo de 1 tubo de
aliquota de LPS, ou seja, 50 pL, de forma a totalizar 20 ml. Com isso, foi
retirado o meio que estava nas garrafas e acrescentado o contetdo do
becker. As garrafas foram levadas a incubadora. Passadas 48 horas do
plagueamento, o meio com LPS foi descartado e trocado por meio
suplementado, para que enfim, apds 72 horas do plagueamento o meio
fosse coletado. De cada garrafa, removeu-se 20 ml de meio condicionado
de macréfagos, os quais foram armazenados em tubos de 50 ml e
congelados em freezer a - 20°C, para serem utilizados posteriormente no
decorrer do projeto. Essa troca de meio foi realizada até a obtencao da
quantidade necessaria de meio, de acordo com o planejamento

estabelecido.
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Figura 3 - Coleta total do meio condicionado.

2.4.Preparacao do meio base adequado para MC3T3 - E1

Para realizar a cultura da linhagem celular de osteoblastos,
inicialmente foi preparado 400 ml do meio a -MEM (Minimum Essential
Medium Eagle) e calibrado seu pH entre 6,7 e 6,8 de forma que
alcancasse pH 7,0 durante sua filtragem, no fluxo. Posteriormente, o meio
foi suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e
estreptomicina. Para isso, adicionou-se 360 ml de a -MEM filtrado em uma
garrafa de 500 ml e verteu-se sobre ele 40 ml de soro fetal bovino e duas
aliquotas de 1 ml cada de penicilina/estreptomicina que foram

previamente descongeladas.
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2.5.Expansao das células

A garrafa com meio suplementado de a-MEM foi aquecida em
banho-maria a 37°C durante 20 minutos. Enquanto isso, a linhagem
celular de osteoblastos MC3T3-E1 (subclone 14 com capacidade de
mineralizagao) foi descongelada de vials armazenados em tambores de
nitrogénio. Adicionou-se 4 ml de meio aquecido e o contelddo do vial em
um tubo falcon de 15 ml. Levou-se o conjunto para a centrifuga por 5
minutos a 2.000 rpm, de maneira que um pellet foi formado ao fundo. O
sobrenadante foi vertido de uma vez em um descarte, com a precaugao
de manter o pellet no fundo do tubo. Foi realizada a suspensao e
homogeneizacdo do pellet com 2 ml de meio novo. Apds isso, 19 ml de
meio foi adicionado em uma garrafa de cultura de 75 cm3 e 19ml
adicionados a uma segunda garrafa de cultura. Adicionou-se 1 ml do meio
com as células em cada garrafa, completando, assim, os 20 ml. Apds a
finalizacdo, observou-se no microscopio e as garrafas foram levadas para
estufa a 37°C e 5% de CO..

Figura 4 - Garrafa de cultura sendo observada em microscopio.
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2.6. Plaqueamento

Apds a confluéncia, para o plagueamento, o meio das garrafas foi
vertido em béquer com agua sanitaria, logo em seguida as culturas foram
lavadas, utilizando pipetador automatico, 3 vezes com 20 ml de PBS
filtrado e aquecido em banho-maria a 37°C por 20 minutos, para retirar o
PBS das garrafas, o liguido também foi vertido em béquer. Apds as 3
lavagens, foi vertida uma aliquota de tripsina adicionada de EDTA e
colagenase em cada garrafa, logo em seguida, as garrafas foram levadas
por 15 minutos a incubadora; de forma que acabado esse tempo ja se
podia observar em microscopio o desprendimento das células do fundo da
garrafa. Utilizando o pipetador automatico, foi retirado todo o conteudo da
garrafa, o qual foi transferido para tubos de centrifuga ja previamente
preparados com 5 ml de MTS. Dessa forma, foi centrifugado a 2.000 rpm
por durante 5 minutos. Ao final da centrifugacao, o sobrenadante foi
retirado, preservando o pellet formado ao fundo. Com isso, utilizando 10
ml de MTS a 10% as células foram ressuspendidas e homogeneizadas.

A contagem de células foi realizada em contador automatico, de
forma que em um Eppendorf foi colocado 100 uL de corante azul de Tripan
acrescidos de 100 pL da amostra da cultura, homogeneizando. Logo, foi
colocado no interior de cada poco, que seria utilizado das placas,
laminulas estéreis. De forma geral, as células foram cultivadas em meio
osteogénico, com adicao de 5 pg/ml de acido ascérbico e 7 mM de B-
glicerofosfato em placas de 24 pogcos em uma concentragao de 2 x 104 (n
= 5) e divididas em células controle (C) e células tratadas com 50% de
meio condicionado de macréfagos (MC). Entdo, as placas foram levadas a

incubadora.

2.7. Ensaio de adesao celular

Apds 24 horas que as células foram cultivadas sobre as laminulas,

as mesmas foram fixadas em paraformaldeido a 4% em tampado fosfato a
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0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
as células foram processadas para imunofluorescéncia indireta. A
permeabilizacao foi feita com solugdo de Triton X-100 a 0,5% em PB por
10 minutos, seguido de lavagem com PB (3 vezes por 5 minutos). Para a
visualizacdo dos nucleos de células aderidas as laminulas, foi utilizado
DAPI (4’, 6-diamino-2-phenylindole,dihydrochloride/Molecular Probes-
1:300) por 5 minutos, seguido de lavagem com &gua deionizada para
evitar fundo e montagem com meio anti-fade (Prolong, Molecular Probes).
As imagens foram analisadas por epiluminagdo em microscopio de
fluorescéncia Leica (Alemanha), com a confeccdo de imagens de toda a
superficie das laminulas para contagem de células aderidas e construgao

de grafico e analise estatistica.

2.8. Ensaio de proliferacao celular por marcacao com Ki67

As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro, em placas para
cultivo celular, por periodos de 24 e 48 horas, para isso, as mesmas
foram fixadas em paraformaldeido a 4% em tampado fosfato a 0,1 M, pH
7,2 (PB), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram processadas para imunofluorescéncia indireta. A permeabilizagao foi
feita com solugdao de Triton X-100 a 0,5% em PB por 10 minutos, em
seguida realizado o bloqueio com leite desnatado a 5% em PB por um
periodo de 30 minutos. O anticorpo primario para a proteina a ser
avaliada (Ki67, Diagnostic Biosystems, EUA) foi diluido em concentracdo
de trabalho (1:200) e incubado por 1 hora, com posterior incubacao do
anticorpo secundario conjugado, com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,
EUA), 1:200, por um total de 50 minutos; para ser possivel a visualizagcao
dos limites celulares e dos nucleos de células aderidas as laminulas, foram
utilizados, respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488
(1:200) e DAPI (4’, 6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride/Molecular
Probes-1:300). A substituicdo dos anticorpos primarios por PB foi usada

como controle negativo. Logo apdés a montagem de laminula de vidro



18

sobre as células, com meio de montagem anti-fade (Prolong,Molecular
Probes), as marcacgdes foram analisadas por epiluminacao em microscépio

de fluorescéncia Leica (Alemanha).

2.9. Ensaio de expressao de proteinas

A imunolocalizacdo das proteinas ALP, BSP e OPN, foi realizada ao
final de 3 dias. As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro e
apods o periodo proposto, as mesmas foram fixadas em paraformaldeido a
4% em tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, as células foram processadas
rotineiramente para imunofluorescéncia indireta (De Oliveira e Nanci,
2004). A permeabilizacao foi feita com solucao de Triton X-100 a 0,5% em
PB por 10 minutos, seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em PB
por 30 minutos. Os anticorpos primarios para as proteinas ALP, BSP e OPN
(Hybridoma Bank, EUA) foram diluidos em concentracdao de trabalho
(1:200) e incubados por 1 hora, seguido de incubagao de anticorpo
secundario conjugado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, EUA),
1:200, por 50 minutos. Para a visualizacao dos limites celulares e dos
nucleos de células aderidas as laminulas foram utilizados,
respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (1:200) e DAPI
(4',6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride/Molecular Probes-1:300). A
substituicdo dos anticorpos primarios por PB foi usada como controle
negativo. Apdés montagem de laminula de vidro sobre as células, com
meio de montagem anti-fade (Prolong, Molecular Probes), as marcacgoes
foram analisadas por epiluminacdo em microscépio de fluorescéncia Leica

(Alemanha).

2.10. Forma de analise dos resultados

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos aos testes de
aderéncia a curva normal e homogeneidade de variancias. Constatada a

normalidade da distribuicdo amostral, foi aplicada a analise de variancia
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(ANOVA), seguida de pods-teste, quando apropriado. Caso contrario, foi
aplicado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste
de Mann-Whitney, quando necessario. O nivel de significancia foi
estabelecido em 5%. Toda a analise estatistica foi realizada por meio do

software GraphPad Prism®,

3. Resultados

3.1. Ensaio de adesao celular

A adesao de células osteoblasticas apds 24 horas foi maior na cultura
com meio condicionado de macrdfagos, apesar de nao mostrar diferenca
estatisticamente significante na adesao celular entre os grupos controle

(C) e meio condicionado (MC), com p = 0,622.
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Figura 5 - Adesdo celular no periodo de 24 horas, a partir de células osteoblasticas
MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macréfagos da linhagem RAW 264.7,
divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Teste estatistico de Mann-Whitney
para p < 0.05.
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Controle

Meio Condicionado

Figura 6 - Adesdo celular no periodo de 24 horas, a partir de células osteoblasticas
MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macréfagos da linhagem RAW 264.7,
divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Imagens de fluorescéncia mostrando
o nucleo celular corado com DAPI. Aumento de 20x. Barra=100 Om.

3.2. Ensaio de proliferacao celular por marcacao Ki67

A analise qualitativa com marcador Ki67 revelou maior taxa de
proliferagao celular no grupo MC, em comparagao com o grupo controle
apos 24 horas de cultura. Foi observada uma diminuicdo na adesdo e
proliferacao celular aos 3 dias de cultura, mas ainda uma maior
proliferacao celular na presenga do meio condicionado, como podemos ver

na Figura 7.



21

controle 24 horas R meio condicionado 24 horas

controle 3 dias meio condicionado 3 dias

Figura 7: Marcacdo com Ki67 nos periodos de 24 horas e 3 dias, a partir de células
osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macréfagos da linhagem
RAW 264.7, divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Imagens de fluorescéncia
mostrando o nucleo celular corado com DAPI (azul), citoesqueleto (verde), Ki67
(vermelho). Aumento de 10x. Barra=200 um.

3.3. Ensaio de expressao de proteinas

A imunolocalizacdo nao mostrou diferenga na expressao das proteinas
BSP e ALP, marcadas em vermelho nas Figuras 8 e 9. ]Ja a expressao da
proteina OPN foi mais intensa no grupo de células osteoblasticas na

presenca de MC, como pode ser observado na Figura 10.
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controle 3 dias BSP meio condicionado 3 dias BSP

Figura 8 -Imunolocalizacdo da proteina sialoproteina éssea (BSP) apds 3 dias de cultura
em células osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macréfagos da
linhagem RAW 264.7, divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Imagens de
fluorescéncia mostrando o nucleo celular corado com DAPI (azul), e a proteina BSP
(vermelho). Aumento de 40x. Barra=50 um.

controle 3 dias ALP meio condicionado 3 dias ALP

Figura 9 - Imunolocalizacdo da proteina fosfatase alcalina (ALP) apds 3 dias de cultura
em células osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macrofagos da
linhagem RAW 264.7, divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Imagens de
fluorescéncia mostrando o nucleo celular corado com DAPI (azul), e a proteina ALP
(vermelho). Aumento de 40x. Barra=50 um.
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controle 3 dias’OPN ; meio condicionado 3 dias OPN

Figura 10 - Imunolocalizagdo da proteina osteopontina (OPN) apds 3 dias de cultura em
células osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas com meio condicionado de macréfagos da
linhagem RAW 264.7, divididas em grupos Controle e Meio Condicionado. Imagens de
fluorescéncia mostrando o nucleo celular corado com DAPI (azul), e a proteina OPN
(vermelho). Aumento de 40x. Barra=50 um.

4. Discussao

O tecido dsseo é o resultado de um equilibrio dinamico e também de
uma cooperacgao de diversos sistemas, explorando o principio de interagcao
de células imunes e osteoblastos, com o objetivo de eliminar fatores
adversos para melhorar o desempenho osteogénico dos osteoblastos.
Segundo Horwood et al. (2015), hd uma consideravel contribuicdo da
inflamacdo para a perda 6ssea, com énfase em especifico na atuacdo das
citocinas inflamatdrias. Os macréfagos sao os principais produtores de
citocinas na inflamacao, e os fatores que eles produzem dependem de seu
estado de ativacdo ou polarizacdo. Ja se tornou aparente que os
macrofagos também sao capazes de interagir com os osteoblastos e seus
precursores mesenquimais, fornecendo meios que podem sensibilizar o
osteoblasto.

De acordo com Lu et al. (2017), como resultado de estimulos
promovidos pelo processo inflamatdrio, diferentes fendtipos de
macrofagos podem ocorrer: ndao comprometido (M0), pré-inflamatério

(M1) e anti-inflamatério (M2). Os macréfagos polarizados tém
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demonstrado direcionar a diferenciacdo osteoblastica e induzir a
mineralizacao (Italiani et al., 2014). A polarizacago em M1 de linhagens
celulares pode ser alcancada pelo estimulo com lipopolissacarideos de
E.coli, como demonstrado por Chanput et al. (2013) em macréfagos THP-
1, que utilizaram 700 ng ml-! para induzir a polarizacdo em pocos de
cultura. O LPS é o principal componente da membrana externa de
bactérias Gram-negativas, que constitui uma estrutura chave para a
manutencao de um ambiente pré-inflamatoério, induzindo expressao de
citocinas, como citado por Molteni (2018). Nos utilizamos a metodologia
do laboratério, colocando 2,5 pl/ml de LPS em meio de cultura nas
garrafas (com 20 ml no total) semeadas com macréfagos da linhagem
RAW 264.7, assegurando viabilidade celular e possibilidade de coleta do
meio condicionado apds a polarizagdao em M1.

Estudos in vitro frequentemente utilizam o modelo de co-cultura
para investigar a associacgdo dos macrofagos com células Osseas,
principalmente porque macréfagos M1 e osteoblastos estdo em contato
fisico proximo no osso trabecular, e o equilibrio entre os sistemas imune e
esquelético pode ser afetado pelo estado inflamatdério de uma determinada
regiao (Huang et al., 2017). Estes mesmos autores demonstraram que a
co-cultura de macroéfagos polarizados em M1 com LPS e Rankl elevaram a
habilidade osteogénica de células mesenquimais da medula &ssea,
sugerindo que esta fase transitoria em M1 na fase inicial da osteogénese
pode ser crucial para a formagao oéssea. Loi et al. (2016) também
observaram que a co-cultura com macréfagos M1 e M2 aumentou a
capacidade osteogénica de células MC3T3-E1 indicado por aumento da
atividade de fosfatase alcalina e matriz mineralizada.

Varios estudos demonstram que fatores secretados pelas células
permanecem no meio onde as células sao cultivadas (formando o meio
condicionado), com a vantagem de poderem ser congelados,
transportados mais facilmente e promovendo diminuicao de problemas de
rejeicdao devido a auséncia de células (Pawitan et al., 2014). Loi et al.

(2016) mostraram a manutencdo da polarizacdo dos macréfagos até 1



25

semana apos a cultura, com a secrecao de marcadores fenotipicos no
sobrenadante em até 3 semanas, viabilizando a coleta e armazenamento
do meio como realizado neste experimento.

N3o existem artigos publicados até o momento utilizando o meio
condicionado de macréfagos polarizados em M1 em culturas osteoblasticas
para investigar os parametros selecionados. Nossos resultados
demonstraram uma maior adesao e proliferagcao (por meio de contagem
por DAPI e marcacdao com Ki67) de células MC3T3-E1 na presenca do MC
quando comparado ao controle, sugerindo uma interagcao entre fatores
presentes no meio condicionado e o favorecimento da adesao
osteoblastica. Tanaka et al. (2000) sugerem uma interagdao positiva entre
subgrupos de osteoblastos que expressam (ICAM)-1 com mondcitos, o
que favoreceria a diferenciacao osteoclastica e a remodelacdo dssea.

E de conhecimento que a proteina fosforilada osteopontina é uma
citocina inflamatdéria conhecida por estar envolvida em processos
inflamatdrios cronicos, que tem sido relacionada a atracao e ativacao de
macrofagos (Almeida, 2005; Schuch et al., 2016). Os experimentos de
imunolocalizacdo de proteinas relacionadas a osteogénese realizadas
nesse projeto demonstraram uma maior expressao de osteopontina nas
células MC3T3-E1 na presenca de MC. A osteopontina € uma proteina
extracelular membro da familia SIBLING, originalmente identificada como
uma proteina da matriz 6ssea produzida por osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos, mas posteriormente detectada em quase todos os tecidos
humanos e expressa por varias outras células como macréfagos,
fibroblastos, condrocitos, células endoteliais e dendriticas (Luukkonen et
al., 2019). Um estudo realizado por Rodriguez et al. (2014) mostrou que a
mineralizacdo intrafibrilar do coldgeno pode ser induzida pela proteina
nao-coldagena mais abundante no osso, que é a osteopontina. Além disso,
sugerem que a mesma esteja associada na ativacdo também dos
osteoclastos. As proteinas sialoproteina dssea e a fosfatase alcalina ndo

mostraram diferengcas marcantes na expressao entre os dois grupos
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investigados, e a razdo pode estar no periodo de fixacdo das células em
cultura (3 dias).

Podemos discutir algumas limitagdes do estudo, principalmente a
guantidade de amostras obtidas para a quantificagcao da adesao celular,
sendo que um maior numero de pocos poderia trazer mais dados
numéricos de contagem para obtencdo de significancia estatistica. Outra
limitacao foi a realizacdo de somente um periodo experimental inicial para
a imunolocalizacdo das proteinas, impossibilitando a comparacao de
expressdao destas proteinas entre os grupos selecionados em periodos
mais tardios. Assim, mais experimentos devem ser realizados no futuro

para a avaliacdo destes parametros.

5. Conclusao

Os resultados sugerem que a presenca do meio condicionado de
macréfagos polarizados em M1 possa estimular a adesdo e a expressao de
OPN em células osteoblasticas. Estes resultados podem auxiliar no
entendimento da interacdo entre osteoblastos e macréfagos em situagdes

de reparo e remodelacdo dssea.
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