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RESUMO

A hemina, molécula oxidada do heme fisiologicamente presente no sangue,
pode modular genes relacionados ao metabolismo do heme e influenciar na
osteogénese durante a cicatrizacdo 0ssea e a osseointegracdo dos implantes
de titanio. Considerando tal potencial, o objetivo do estudo in vitro foi avaliar o
efeito da hemina na proliferacdo e na diferenciacdo de células precursoras de
osteoblastos. Para isso, cultivaram-se células MC3T3-E1 durante 3, 7 e 14
dias, em meio regular ou osteogénico suplementado ou ndo com hemina nas
concentracfes de 0 a 20 ug/ml. Nos respectivos tempos, foram verificadas a
proliferacdo e a viabilidade celular através do teste de exclusdo por Azul de
Tripano; a diferenciacédo e mineralizacdo através da mensuracao da quantidade
de Vermelho de Alizarina por espectrofotometria; e a migracdo celular, por
meio de andlise descritiva dos videos em Time Lapse de 24 horas. Os
resultados foram comparados por ANOVA, com post hoc Tukey a 5% de
significancia. O comportamento da cultura diferiu para 0s grupos que
receberam hemina a 5 pug/ml, com aumento da proliferacdo em 1,6 vezes em 7
dias e de 1,7 vezes em 14 dias. Para a diferenciacéo, o grupo tratado apenas
com 0 meio osteogénico em 14 dias apresentou sinais de diferenciacéo e
mineralizacdo, enquanto o tratamento com 0 meio osteogénico associado as
concentracbes de hemina de 5 e 10 pg/ ml atrasou o inicio da fase de
mineralizacdo. As células suplementadas com hemina a 5 pg/ ml tiveram maior
migracdo no meio de cultura em 24 horas do que as nao-suplementadas.
Concluiu-se que a suplementagdo com hemina em baixas concentragdes como
5 ug/ ml teve promissores efeitos para a proliferacédo celular, ndo interferiu na

diferenciac@o osteoblastica, mas postergou a fase de mineralizacdo celular

Palavras-chave: Hemina, Osseointegracao, Osteoblastos



ABSTRACT

Hemin can influence osteogenesis during bone healing and osseointegration of
titanium implants. This study aimed to verify whether medium supplementation
with hemin promotes changes in the cell proliferation and differentiation
processes. For this purpose, MC3T3-E1 osteoblastic precursor cells were
cultured for 3, 7 and 14 days, in a regular medium, or osteogenic medium
supplemented or not with hemin in the amounts from 0 to 20 yg/ ml. In the
respective times, the cell proliferation and viability were verified through the
Trypan Blue exclusion test; the cell differentiation and mineralization were
analyzed by measuring the amount of Alizarin Red by spectrophotometry; and
the cellular mobility was descriptively analyzed through 24-hour Time Lapse
videos. The results were compared by ANOVA, with post hoc Tukey at 5%
significance. The culture behavior differed for the groups that received 5 pg/ ml
hemin, with greater proliferation, with an increase of 1.6 times after 7 days and
1.7 times after 14 days. Regarding the cell differentiation tests, there were
significant differences in the osteogenic potential. The cells treated only with
osteogenic medium continued to differentiate and initiated mineralization, while
the cells treated with osteogenic medium associated with 5 or 10 pg/ ml of
hemin presented a delay in the mineralization phase. The cells supplemented
with hemin in 5 or 10 pg/ ml had greater mobility in the culture medium in 24
hours than the non-supplemented ones. It was concluded that supplementation
with hemin at low doses such as 5ug/ ml had promising effects for the cell
proliferation and did not interfere with the osteoblastic differentiation, but it

postponed the phase of cell mineralization.

Keywords: Hemin, Osseointegration, Osteoblasts
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1 INTRODUCAO

A hemina, molécula oxidada de heme, é uma substancia fisiologicamente
disponivel no sitio ésseo, sendo tdéxica quando livre em altas concentracdes, ditas
ndo fisiolégicas. O heme & uma molécula formada por um anel de porfirina
associado ao ferro, que age como um grupo protético de muitas proteinas
(hemoproteinas, como a hemoglobina) e é crucial para os processos fisiolégicos
ou sinalizagao celular podendo regular fatores de transcricdo como o NPAS2 e a
enzima HO-1.13 A enzima da HO-1 participa da degradacdo da molécula heme,
pode inibir a acdo de osteclastos,* e também é regulado pela quantidade
intracelular de heme; e os genes NPAS2 e BMAL2 também fazem parte da
maquinaria do relégio biolégico periférico do tecido 6sseo,>1° além de serem
sensores de oxigénio que podem ser regulados através da quantidade da
molécula heme intracelular (NPAS2/PER2). Os genes BMAL2 e NPAS2 também
participam da sinalizacdo de xenobidticos (BMAL2), da hipoxia (NPAS2) e de
processos de oxidagdo.'1:1?

Além dos papeis da hemina relacionados aos fatores de transcricdo NPAS2
e a enzima HO-1, descritos anteriormente, foi demonstrado, pela primeira vez,
que a insercado de implantes de titanio nanoestruturados em fémures de ratos
alterou a expresséo de genes envolvidos no metabolismo da molécula heme e na
sinalizacao celular de resposta a hemina, tais como os genes codificadores da
heme-oxigenase-1 (HO-1), acido d-aminolevulinico sintase (ALAS?2), ferritina, PAS
dominio 2 neuronal (NPAS2) e BMAL2 (do inglés, Brain and muscle Arnt-like 2).%2
Os autores também confirmaram in vitro e in vivo que o gene NPAS2 parece
regular localmente a osseointegracdo inicial do titanio na diferenciacdo das
células progenitoras.'® Assim, pode ser possivel que o titanio nanoestruturado
induza respostas de oxidagdo, eletrostaticas ou xenobidticas no tecido 0sseo
subjacente por cascatas sinalizadoras ativadas pela quantidade intracelular de

heme.13

O efeito da suplementacdo com hemina ja foi estudado em vérias linhagens
celulares e tecidos, como células endoteliais, neuronais, musculares,
apresentando-se ora com efeito tOxico ora protetivo sobre tais tecidos,

dependendo da dose aplicada.?3'427 Os mecanismos de acdo da hemina no



meio de sinalizacdo celular dos efeitos protetivos estdo em especial relacionados
a ativacdo das cascatas da enzima hemeoxigenase e dos mecanismos de
autofagia e mitofagia relacionados ao estresse oxidativo intracelular mediado por
hip6xia e espécies reativas de oxigénio (ROS).21517.24-33 Além disso, estudos
anteriores destacam que o0 estresse oxidativo pode reduzir a maturacdo e
mineralizacdo em células MC3T3-E1 através da ativacdo da via Nrf2 / HO-1
diminuindo a expressé@o de marcadores de diferenciagdo 6ssea. As células foram
tratadas com 20 ou 50 pM de hemina por 24 horas e em seguida, 0 meio
osteogénico foi alterado para o meio sem hemina, nos tempos de 0 a 14 dias. O
pré-tratamento com hemina em concentracbes maiores de 20 uM diminuiu a
formacao de nddulos 6sseos em células MC3T3-E1, e também reduziu o acumulo
de célcio.®* No entanto, o efeito da suplementacdo com hemina em dosagens
menores em células precursoras 0sseas MC3T3-E1 induzidas a osteogénese

permanece desconhecido.



2 OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo geral determinar o efeito da suplementacao
com hemina na proliferagéo e diferenciacao de células pré-osteoblasticas MC3T3-
E1. A hipotese elaborada é que a hemina disponivel no meio extracelular
internaliza nessas células e aumenta a proliferacdo e a diferenciacdo celular

durante as etapas iniciais da osteogénese.
Os objetivos especificos foram:

a) determinar a concentragcdo mais favoravel da solugdo de hemina para
ser utilizada nos experimentos subsequentes, sob a hipotese de que a
concentracdo de hemina de 5 e 10 ug/ml seja favoravelpara as células
MC3T3-E1;

b) determinar o efeito da solugdo em concentracéo fisioldgica de hemina na
proliferacéo e diferenciacdo celular osteogénica, sob a hipotese de que as
células expostas a solucdo de hemina mais favoravel apresentam maior

proliferacao e diferenciagéo celular osteogénica;

c) determinar o efeito da hemina no comportamento de migragéo celular
em 24 horas, sob a hipétese de que as concentracfes de hemina de 5 e 10

Mg/ ml promovem alteracdes no comportamento das células MC3T3-E1.
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3 METODOLOGIA
3.1 Semeadura e expansao da cultura

A linhagem de células pré-osteoblasticas células MC3T3-E1 derivadas da
calvaria de camundongos (ATCC® CRL-2593™, American Type Culture
Collection, Virginia, US)%® foi expandida em cultura em meio regular, neste
trabalho composto por: meio de cultura minimo de Eagle modifidado por Dulbecco
Meio de cultura (1X DMEM, Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., New York, US)
que foi suplementado com soro fetal bovino a 10% (FBS, Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc., New York, US), solucdo de penicilina-estreptomicina a 1% (PS —
antibioticos, Sigma Aldrich, Sigma Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As
células foram mantidas em incubadora prépria para cultura de células, sob
incubacdo Uumida a 5% de CO2 e 37°C, até que se tivesse um numero suficiente
de células para os experimentos, em passagens iniciais. O estoque celular foi
expandido por meio de plaqueamento na densidade de 3 x 10° células/ ml em
placas de cultura de 100 mm, com troca de meio de cultura a cada 3 dias e troca
de passagem a cada 3 dias ou quando atingisse 70% de confluéncia. As células
expandidas foram mantidas em meio regular. As caracteristicas morfolégicas das
células ao longo de sua expansdo e diferenciacdo foram monitoradas com a
utilizacdo de um microscopio de contraste de fases (40x Zeiss Axioscope 5, Zeiss,
Gottingen, Germany), e fotografadas por camara de alta resolucdo em
microscopia invertida (Zeiss Axio Vert.Al, Zeiss, Gottingen, Germany). Apds a
expansdo, os experimentos foram iniciados, por meio do plaqueamento das
células na densidade de 3 x 10 células/ ml em placas de 24 pogos de poliestireno
com fundo achatado, préprias para cultura celular. Apdés 24 horas do

plagueamento das células nos pocos, iniciaram-se 0s experimentos.

3.2 Experimento 1 - Proliferacéo celular e determinagdo da concentragao

fisiologica da solugdo de hemina

Apés 24 horas da semeadura em placas de poliestireno contendo 24
pocos, iniciou-se 0 experimento 1 para determinar qual a melhor concentragéo de

hemina para ser utilizada nos préximos experimentos. Para tal, o meio regular foi
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suplementado ou ndo por uma solucdo de hemina (Sigma Aldrich, Sigma Aldrich
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com diferentes concentracdes: 0, 5, 10, 15 ou 20
pg/ ml. As células foram mantidas nestas condi¢fes por 3, 7 e 14 dias, com troca
de meio fresco a cada 3 dias. Em cada tempo, o meio de cultura foi removido, e
as células foram cuidadosamente lavadas com 1X PBS (Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc., New York, US) e tripsinizadas com 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc., New York, US), por aproximadamente 4 minutos.
Posteriormente, as células foram suspensas em 800 ul de meio DMEM contendo
10% FBS para neutralizacdo da tripsina. O conteudo de cada poco foi coletado e
transferido para um tubo cénico de volume 1,5 ml. Um volume de 20 ul de cada
amostra foi transferido para outro tubo a que foi acrescentada 10 pl da solucéo de
Azul de Tripano (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., New York, EUA). Deste
volume, foram coletados 10 ul para a leitura em hemocitbmetro (Kasvi, Kasvi
Importacao e Distribuicdo de Produtos para Laboratérios Ltda., Parand, Brasil) por
duas vezes. A média do numero de células viaveis por mililitro foi calculada, de
acordo com o recomendado pelo teste de exclusdo por Azul de Tripano. Os
resultados foram comparados por analise estatistica e grupos que receberam as
concentracfes de hemina tiveram sua viabilidade celular semelhante aos niveis

do controle, sendo escolhidas para serem utilizadas nos proximos experimentos.

3.3 Experimento 2 - diferenciacdo osteogénica

Para verificar o efeito da suplementacdo da hemina na diferenciacao
osteogénica, a morfologia celular foi observada por microscopia e também foi
aplicado método de coloracdo por Vermelho de Alizarina, para se quantificar o
conteido celular mineral.363” Em resumo, apds 24 horas de as células serem
expandidas e semeadas em placas de poliestireno de 24 pocos, o meio regular foi
trocado por meio osteogénico, que incluiu a adicdo de 10 mM R-glicerol-fosfato
(Sigma Aldrich, Sigma Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) e 50 pg/ml acido
ascorbico (Neon, Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda., Sdo Paulo, Brasil)
a mistura de meio regular. O meio osteogénico foi suplementado ou ndo por uma
solucdo de hemina com diferentes concentragdes fisioldgicas: 0, 5 e 10 pug/ ml. As

células foram mantidas nestas condicfes da solucdo de hemina por 7 e 14 dias,
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com troca de meio a cada 3 dias. Como controle da osteogénese, utilizou-se a
suplementacdo do meio osteogénico com 10nM de dexametasona (Sigma Aldrich,
Sigma Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Nos referidos tempos, as células
foram lavadas com uma solucdo livre de calcio e fosfato, e fixadas por uma
solucédo gelada de 70% de etanol (Rialcool, Rioquimica S.A, Sdo Paulo, Brasil)
por 1 hora. Apds breve lavagem com agua deiodizada, as células foram coradas
por 10 minutos com uma solugdo 40 mM de Vermelho de Alizarina (pH 4,2) a
temperatura ambiente. As células foram lavadas 5x com agua seguido de uma
lavagem de 15 minutos com 1X PBS (sem rotac&o) para reduzir a coloracdo nao-
especifica. A quantidade de coloracédo celular foi observada em microscopia e
fotografada para posterior analise descritiva. ApGs as colora¢cdes serem deixadas
secar em temperatura ambiente, o conteldo mineral corado foi extraido em pH
acido pela adicdo de 400 pl de &cido acético a 10% (Bioquimica e Quimica Ltda.,
Minas Gerais Brasil) em cada poco e incubado por 30 minutos. Apés este periodo,
as células e conteudo mineral foram transferidos para um tubo cénico de 2 mi
com o auxilio de um raspador plastico apropriado. Os tubos foram agitados e
incubados a 85°C por 10 min, transferidos para o gelo por 5 min e centrifugados a
20.000 rpm por 15 min. O total de 400 yl do sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e o pH neutralizado pela adicao de 150 yL de hidréxido de aménio a
10% (Labsynth, Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Sdo Paulo, Brasil). O
volume de 100 ul de cada amostra foi transferido para uma nova placa de cultura
de 96 pocos para leitura em aparelho de espectrofotometria. A medicdo da
absorbancia de luz da solugéo foi realizada a 405 nm, em espectrofotometro
(Thermo Fisher Scientific Inc, New York, EUA). Os resultados médios
colorimétricos obtidos foram comparados a uma curva de calibracdo de
concentracdo do Vermelho de Alizarina, para obter a concentracdo de Vermelho
de Alizarina de cada amostra. Os resultados foram comparados por analise

estatistica.

3.4 Experimento 3 - migracao celular

As células MC3T3-E1 foram expandidas em placa de cultura de 100 mm, e

mantidas em incubadora a5% de CO2, a 37°C. ApoOs atingirem 70% de
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confluéncia, as células foram lavadas uma vez com solugéo salina fosfatada a 1X
(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., New York, US) incubadas com 0,02% EDTA
(Labsynth, Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda., Sdo Paulo, Brasil) por 10
minutos. Posteriormente, as células foram tripsinizadas com 0,1% de Tripsina-
EDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., New York, US.), conforme descrito
anteriormente. As células foram semeadas na densidade de 1x10% células/ ml em
um anel de silicone (Fisher Scientific, Fisher Scientific UK Ltda., Leicestershire,
UK) inserido e fixado no interior dos po¢os de uma placa de cultura de 6 pocos.
ApoOs 8 horas de incubacéo para sua adesdo ao poc¢o, o meio regular foi trocado
para 0 meio suplementado ou ndo por uma solucdo de hemina com diferentes
concentracdes: 0, 5 e 10 pg/ml. A filmagem de 24 horas iniciou-se utilizando
microscopio invertido (Zeiss Observer Z1 — Time Lapse, Zeiss, Gottingen,
Germany) que possibilitou a captura de imagens e confeccdo de videos in vitro. O
software utilizado para as gravacdes foi o Axiovision (Zeiss, Gottingen, Germany).
A filmagem microscopica ocorreu durante 24 horas, com aumento de 40x. O video
foi acelerado, assistido e analisado qualitativamente para avaliar se o
comportamento celular foi induzido pela hemina, sendo observado e descrito

nesse periodo.

3.5 Anélise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em quadriplicatas e as médias
desses valores foi calculada. Adicionalmente, os experimentos foram cegados por
um pesquisador (AFS) e executado por outro (CMM). Para andlise quantitativa
dos resultados, a homogeneidade estatistica foi primeiramente confirmada pelo
teste de Shapiro Wilk (p>0,05). Tendo homogeneidade, os resultados foram
analisados estatisticamente por ANOVA de dois fatores, com teste post hoc de
Tukey, usando o software SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, US), com
significancia de 5%. As imagens e videos obtidos por meio de fotografias e
filmagens foram analisados visualmente e descritos, de maneira que se
compararam qualitativamente a morfologia e o comportamento das células nas

culturas submetidas as variadas condi¢des experimentais.
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4 RESULTADOS
4.1 Experimento 1

A Figura 1 e a Tabela 1 mostram o efeito da suplementacdo de diferentes
concentracbes de hemina (0, 5, 10, 15 ou 20 pug/ml) na viabilidade das células
MC3T3-E1, apos 3, 7 e 14 dias de cultura em meio regular. A analise da
morfologia celular em microscépio de luz invertida mostrou que, quando
cultivadas por 3 dias em meio ndo osteogénico independente da concentragéo de
hemina, as células proliferaram e permaneceram aderidas a placa de cultura e
confluentes, com poucas mortes celulares e sem células flutuantes para todos os
grupos (pontos redondos brilhantes nas fotos), de maneira que a morfologia
celular inicial similar ao grupo controle sem hemina foi mantida (Figura 1). No
interior das células suplementadas por hemina, foram notadas estruturas
escurecidas compativeis com fagossomos ou endossomos. Apds 3 dias de
cultura, ndo houve diferenca estatistica significativa no nimero de células viaveis
com relacdo ao grupo controle (p>0,05), independentemente da concentracdo de
hemina utilizada como suplementacéo (Tabela 1).

Apos 7 dias houve alteracBes morfoldégicas das células apenas para as
concentracfes de hemina de 15 e 20 pg/ ml, de maneira que as células destes
grupos apresentaram maior espaco intercelular, e algumas células tinham aspecto
morfolégico compativel com processo de morte celular (Figura 1). Considerando o
namero de células viaveis em 7 dias, houve aumento do processo proliferativo
para o grupo de 5 pg/ ml, que apresentou aumento significativo de 1,6 vezes no
namero de células viaveis com relacdo ao grupo controle do meio nédo
suplementado (p<0,05) (Tabela 1). Para a concentragcéo de 10 pg/ ml de hemina,
0 numero de células foi igual ao do controle ndo suplementado (p>0,05),
mantendo a proliferacdo. No entanto, houve reducéo estatisticamente significativa
de células viaveis para os grupos suplementados com 15 e 20 ug/ ml de hemina
(p<0,05).

Em 14 dias, as concentracdes iguais ou superiores a 10 pg/ ml de hemina
apresentaram alteracdo da morfologia celular, reducdo do numero de células

visivelmente aderidas na placa de cultura, e o aparecimento de espacos grandes
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entre as células, com células de aspecto compativel com morte celular (Figura 1).
O aspecto da cultura suplementada por 5 ug/ ml de hemina foi similar ao do grupo
controle sem hemina. Quantitativamente, para a concentracdo de 5 pg/ ml de
hemina, houve um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) de 1,7 vezes
do namero de células viaveis em relacdo ao controle do meio ndo-suplementado,
enguanto as demais concentracdes iguais ou superiores a 10 pg/ ml mantiveram o
namero médio de células viaveis estatisticamente similar (p>0,05) ao controle
(Tabela 1).

Figura 1. Proliferacdo e comportamento celular em meio de cultura regular
suplementado ou ndo por variadas concentracdes de hemina (0, 5, 10, 15 ou 20
pg/ ml), apéds 3, 7 e 14 dias de cultura.

D-MEM 5 pg/ml 10 pg/ml 15 pg/ml 20 pg/ml
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Tabela 1. Média (desvio-padrdo) da densidade de células (x10% células/ ml) de
acordo com as variadas concentracfes de hemina suplementadas no meio

regular de cultura, apos 3, 7 e 14 dias.

Concentracdes (ug/ ml) 3 dias 7 dias 14 dias
0 7,11 (1,65) 2 31,50 (4,34)2 | 76,79 (14,18)2
5 4,86 (2,56)2 = 50,38 (4,43)P | 128,13 (12,40)®
10 4,86 (2,09)2 = 32,50 (5,35)2 | 56,07 (23,24) 2
15 4,11 (0,95)2 16,75 (6,54)¢ = 59,25 (26,16) 2
20 4,24 (1,50)2 16,25 (1,54) ¢ | 53,56 (12,61) 2
Valor de p 0,193 0,000* 0,000*

* a,b,c Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p<0,05), por andlise de variancias (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey.

4.2 Experimento 2

O experimento de diferenciacdo celular mostrou diferencas no potencial
osteogénico das células de acordo com os variados tratamentos, conforme as
seguintes fases: 1) proliferacdo, 2) diferenciacdo osteoblastica, sintese e

maturacdo da matriz extracelular e 3) mineralizacdo da matriz extracelular.

No periodo de 7 dias, as células precursoras mantiveram 0 Seu processo
proliferativo, com alteragcdo da morfologia celular caracteristica da diferenciacao
osteogénica independente da suplementacéo ou ndo com hemina. Os grupos que
receberam o tratamento com meio osteogénico independente de terem ou nao
inducdo osteogénica pela adicdo de dexametasona no meio, apresentaram
células com citoplasma ampliado, de formato cuboide e poliédrico, aumento na
densidade e no tamanho do nucleo celular com coloragdo escura mais intensa,
sinalizando intensa sintese proteica. Os grupos do meio osteogénico que
receberam o tratamento com a hemina independentemente de suas

concentracOes, também apresentaram a mesma alteracdo de morfologia celular,
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sugerindo diferenciacdo osteogénica. Esse comportamento foi diferente do grupo
controle com meio de cultura ndo osteogénico, que apresentou células menores e
uniformes, de mesmo formato filiforme, nicleo arredondado e pequeno, sugerindo
a ndo diferenciacdo e a permanéncia como células precursoras. Em todos os
grupos, apés 7 dias de cultura, a coloracdo com Vermelho de Alizarina nao
evidenciou quantidade significativa de matriz mineralizada corada em vermelho
(p>0,05).

No periodo de 14 dias, o grupo controle ndo osteogénico (DMEM)
permaneceu ndo corado e com morfologia celular compativel com a proliferacéo
das células precursoras MC3T3-E1, sem diferenciacdo. Ja todos os grupos com
meio osteogénico independente da suplementacdo com dexametasona ou com
hemina, apresentaram aumento significativo no tamanho e no ndcleo das células
e formato quadrangular com morfologia compativel com a diferenciacéo celular (ja
descrita acima em 7 dias). Apenas 0S grupos com meio osteogénico sem hemina
(OST e OST+DX), independente da adicdo de dexametasona coraram
intensamente pelo Vermelho de Alizarina, compativel com a producéo intensa de
nodulos de calcificagcdo. Em contrapartida, os grupos que receberam o meio
osteogénico suplementados por 5 e 10 ug/ ml de hemina (OST+5 e OST+10) néo
coraram em vermelho com a mesma intensidade que os grupos sem hemina,
indicando uma inibicdo ou atraso para iniciar a fase de mineralizagéo e deposicéo
de mineral na martiz, parecendo que o processo de producdo mineral se deu mais
lentamente. Assim, nesses grupos suplementados com hemina, as células
tiveram o processo proliferativo intenso e depois diferenciaram sua morfologia,
mas nao mineralizaram como nos grupos sem hemina. Vale destacar que em
todos os grupos, ndo houve prejuizo no que tange a viabilidade das células,
mostrando que essas concentracdes de hemina de 5 e 10 pug/ ml ndo foram

citotdxicas.
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Figura 2: Mineralizacdo e comportamento celular apés coloracdo com Vermelho
de Alizarina, de acordo com meio de cultura controle (DMEM), ou meio
osteogénico sem (OST) e com suplementacdo de dexametasona (OST+DX), ou
com duas concentracdes de hemina (OST+5 e OST+10), apods 7 e 14 dias.

D-MEM osT OST + DX 0ST+5 0ST+10

dias

{

14
dias

DMEM = grupo que recebeu apenas meio de cultura regular; OST = grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico sem dexametasona e sem hemina; OST+DX = grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico com dexametasona e sem hemina; OST+5 = grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico sem dexametasona, mas com suplementagéo de 5 pg/ ml de hemina; OST+10
= grupo que recebeu meio de cultura osteogénico sem dexametasona, mas com suplementacao
de 10 pg/ ml de hemina.

Em 7 dias, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para o grupo
que recebeu o meio osteogénico ndo suplementado com hemina (OST), de
maneira que este apresentou maior quantidade de Vermelho de Alizarina na
espectrofotometria do que os demais grupos, correspondendo a conversao entre
0,5 e 1 mM do corante.

Em 14 dias, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para os
grupos que receberam o meio osteogénico ndo suplementado com hemina (OST
e OST+DX), independente da adicdo ou ndo da dexametasona, de maneira que
este 0 meio osteogénico suplementado com dexametasona (OST+DX)
apresentou, a maior quantidade de Vermelho de Alizarina entre 0s grupos
comparado ao controle ndo osteogénico, correspondendo ao intervalo de
conversao entre 1 e 1,5 mM de Vermelho de Alizarina. J4 os meios osteogénicos
suplementados com hemina (OST+5 e OST+10) né&o foram diferentes

estatisticamente (p>0,05) do controle ndo osteogénico, apresentando similar
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quantidade de Vermelho de Alizarina. Os meios suplementados com hemina
assumiram valores intermediarios entre 0 meio controle e 0 meio osteogénico,

mostrando uma formagao mineral mais lenta do que o meio osteogénico.

Tabela 2. Média (erro-padrao) da quantidade de Vermelho de Alizarina (nm), de
acordo com meio de cultura controle (DMEM), ou meio osteogénico sem (OST) e
com suplementacdo de dexametasona (OST+DX), ou com duas concentracdes de
hemina (OST+5 e OST+10), 7 e 14 dias.

Concentracgdes (ug/ ml) 7 dias 14 dias
DMEM 0,122 (0,002) @ 0,119 (0,005) @
OST 0,139 (0,006) © 0,184 (0,028) ©
OST+DX 0,125 (0,001) 2 0,388 (0,054) P
OST+5 0,130 (0,003) @ 0,154 (0,007) @
OST+10 0,131 (0,010) @ 0,142 (0,007) @
Valor de p 0,001 0,001

*a,b,c,d Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos

(p=0,05), com analise de variancias (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey.

# DMEM = grupo que recebeu apenas meio de cultura regular; OST = grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico sem dexametasona e sem hemina; OST+DX = grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico com dexametasona e sem hemina; OST+5= grupo que recebeu meio de
cultura osteogénico sem dexametasona, mas com suplementacdo de 5 pg/ ml de hemina;
OST+10= grupo que recebeu meio de cultura osteogénico sem dexametasona, mas com
suplementacédo de 10 pg/ ml de hemina.

4.3 Experimento 3

O experimento 3 foi realizado para se verificar a possibilidade formacéo de
fagossomos ou endossomos intracelulares relacionados a hemina, assim como a
migracao celular no meio de cultura durante 24 horas de exposicdo a hemina.
Embora os fagossomos ou endossomos nao tenham sido visualizados nos

videos, os grupos que foram expostos as duas concentracdes de hemina (videos
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5ug e 10 pg/ ml) pareceram ter maior mobilidade e movimentacédo celular, com
maior proliferacdo celular, estando mais agrupadas e aderidas entre si em 24
horas de cultura, comparados ao meio nédo suplementado com hemina e utilizado
como controle (video OST - controle). O comportamento das células pode ser
visto no link:

Link de acesso ao video: https://youtu.be/g2U Yru05MO
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5 DISCUSSAO

O presente estudo aceitou parcialmente as hipoteses formuladas. O
primeiro experimento avaliou aspectos morfolégicos e numero de células viaveis
relacionados a viabilidade e proliferacdo de células pré-osteoblasticas MC3T3-E1
cultivadas sobre superficie de poliestireno e meio de cultura regular com
suplementacao de diferentes concentracdes de hemina (0, 5, 10, 15 e 20 ug/ ml)
durante 3, 7 e 14 dias. No experimento 1 a hipétese nula foi confirmada para 3
dias, mas parcialmente aceita para os tempos de 7 e 14 dias. Em 3 dias, todas as
concentracfes de hemina utilizadas nesse experimento mostraram-se fisiologicas
para as células pré-osteoblasticas MC3T3-E1, ndo havendo reducdo de
viabilidade celular estatisticamente significativa, independentemente da
concentracdo de hemina utilizada como suplementacdo. O presente resultado
corrobora estudos anteriores da literatura com outras linhagens celulares em 3
dias, em que solucbes de hemina até 20 pug/ ml ndo se apresentaram citotoxicas
para o nimero de células em culturas in vitro.?® No entanto, a medida em que os
dias de cultura passaram, houve aumento dos espacos intercelulares em 7 e 14
dias, e reducdo no numero de células viaveis, sugerindo que as concentracdes de
15 e 20 pg/ ml de hemina, reduziram a proliferacdo e induziram a apoptose

celular.

Estudos anteriores levantaram a possibilidade de que a hemina induzisse
processos de autofagia celular em eritroblastos da linhagem K562 por meio do
receptor LRP1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 1), como parte do
processo de maturacdo natural fisiolégica ou farmacolégica de remocdo das
mitocbndrias das células eritbides (mitofagia), com aumento intracelular do
namero e do tamanho de vesiculas endossomais autofagicas contendo LRP1
apos 8h e até 24 h de estimulacdo com hemina.?132 Também se descreveu que a
ativacdo do complexo LRP1-hemina participou como receptor de morte para
células hepéaticas,'® levando a internalizacdo de hemina, formacdo de vesiculas
endossomais e seu metabolismo; mas até o momento ndo ha informacbes
disponiveis sobre a fungdo LRP1 em células osteoblasticas. A autofagia é uma via
degradante lisosdbmica, na qual macromoléculas e organelas inteiras sao

cercadas por vesiculas de dupla membrana chamadas autofagossos e, em
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seguida, direcionadas a lisosomos para sua degradacao, mas pode fazer parte de
processos fisiologicos de reducdo no numero de mitocéndrias celulares como
maneira protetiva para a resposta celular a espécies reativas de oxigénio
(ROS).30.33

A analise qualitativa das imagens do presente estudo, confirmaram que a
hemina alterou o comportamento celular, com o aparecimento de estruturas
redondas e escurecidas de diferentes tamanhos no citoplasma e proximos a
membrana celular, compativeis com endossomos ou fagossomos, de maneira que
maior foi 0 nUmero dessas estruturas escurecidas quanto maior a concentracao
de hemina aplicada. Rocha et al. relataram que, no citosol de alguns tipos
celulares de eucariotos, estdo presentes inclusbes, que servem como local de
depdsito de substancias, tais como reservas energéticas, lipidicas ou de
pigmentos como a melanina.3® Em outras células, essas estruturas escurecidas
sao sugestivas de fagossomos, vesiculas formadas por processos de endocitose,
apresentando-se tanto na periferia da membrana celular ou distribuidos pelo
citoplasma.3! Existem células com inclusGes cristalinas, que geralmente s&o
compostas por proteinas, mas podem ser formadas por urato, ferritina, entre
outros.3! Portanto, fagossomos sdo estruturas celulares que participam da
internalizacdo celular de substancias sélidas, tais como, no presente estudo
poderia ser a hemina. Ao encontrar uma substancia solida no exterior celular, a
membrana celular com microfilamentos de actina pode se invaginar, capturando
tal substancia e formando fagossomos, que se destacam da membrana celular e
passam a ser transportados pelo citoplasma por meio de uma rede de microtubos
e microfilamentos proteicos do citosol (exemplo de actina) até se fundirem a
lisossomos para digestdo. As proteinas motoras do citoesqueleto/ citosol utilizam
os microfilamentos como ‘trilhos’ para locomogao de vesiculas, organelas e/ou
macromoléculas.3' Os fagossomos sdo “digeridos” e as substancias neles contida
podem ser aproveitadas pela célula ou destruidas. As vesiculas de endocitose
formam um compartimento endossomal, que se expande desde a membrana
plasmatica até as proximidades do nucleo. Esse compartimento é responsavel
pela separacdo e enderecamento do material que penetra no citoplasma pelas

vesiculas de pinocitose.3!
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Embora tenha-se visualizado uma imagem compativel com fagossomos
apos 3 dias de exposicdo das células a hemina, ndo se visualizou tal imagem
quando se fez o video Time Lapse em 24 horas de exposi¢do a hemina, trazendo
a possibilidade de que a estrutura se formou apo6s esse periodo e possa tratar-se,
na verdade, de um endossomo relacionado a autofagia para reducéo mitocondrial
protetiva na linhagem celular estudada. Estudos futuros que analisem a presenca
e funcdo dessas estruturas intracelulares compativeis com endossomos em
células precursoras 0sseas podem ajudar a desvendar os mecanismos envolvidos
com a osteogénese mediada por espécies reativas de oxigénio e com a

osseointegracao de implantes de titanio.

A analise qualitativa da morfologia celular em microscopio de luz invertida
confirmou os resultados quantitativos de contagem celular e de quantidade de
Vermelho de Alizarina, e mostrou que, em 3 dias, as células de todos os grupos
permaneceram aderidas a placa e confluentes, com poucas mortes celulares e
células flutuantes (pontos redondos brilhantes nas fotos), de maneira que ou as
células continuaram sua proliferacdo de maneira lenta em 3 dias, ou pararam o
ciclo de proliferacdo, mantendo uma média de numero de células similar entre os
grupos. Embora a avaliagcdo quantitativa de células viaveis (Tabela 1) ndo tenha
detectado diferencas estatisticas significativas entre os grupos, a observacao por
microscopia apontou que as células expostas as concentracdes maiores de
hemina de 15 e 20 ug/ ml apresentam, apds 7 dias, maiores espacos entre as

células, com menor quantidade de células visivel em algumas partes.

No presente estudo, além de pontos escuros no citoplasma, verificou-se o
aumento da intensidade de escurecimento (nucléolo evidente) e de tamanho dos
nucléolos na regido intranuclear, conforme se aumentou a concentracdo de
hemina aplicada no meio de cultura. A transcricdo do rDNA e 0s primeiros passos
da biogénese dos ribossomos ocorrem no nucléolo, contudo as subunidades,
maior e menor, somente se associam no momento da sintese proteica no citosol.
37 Faz-se ressaltar que o tamanho varia conforme o estado funcional da célula,
guanto maior a sintese proteica, maior o tamanho do nucléolo. Assim, o aumento
de tamanho e evidenciacdo dos nucléolos na Figura 1 pode indicar alta sintese

proteica. O nucléolo também se torna evidente durante o processo de
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multiplicacdo celular. Para as células se multiplicarem, elas passam por um
processo chamado de ciclo celular. Este compreende a intérfase e um processo
de divisdo celular, a mitose. A intérfase é uma fase em que ocorre a duplicacédo
de todo material nuclear e citoplasmatico da célula, sendo dividida nas subfases
Gl, S, G2. A fase S, que é a mais extensa, € caracterizada pela replicacdo do
DNA e das histonas, nas fases G1 e G2 ocorre a transcricdo dos RNA e traducao

das proteinas. 3!

Em relacdo a proliferacdo celular, o presente estudo demostrou que a
suplementacdo do meio de cultura com hemina em baixas concentracées como 5
pug/ ml quase duplicou o nimero de células pré-osteoblasticas apos 7 e 14 dias.
Outros estudos mostraram que a hemina pode desempenhar um papel importante
quando interage com as células. Por exemplo, para células epiteliais de
adenocarcinoma Caco-2, a hemina também influenciou no controle da viabilidade
celular, contribuindo na protecdo das células de compostos citotéxicos em
potencial, como tetrapirrois livres,'® oriundos da degradacédo do grupo heme. A
explicagcdo pode ser que o efeito benéfico da conversdo da hemina em um
antioxidante (biliverdina), por mecanismos moleculares relacionados a enzima

hemeoxigenase capazes de manter a viabilidade das células Caco-2.%°

O presente estudo mostrou que a suplementacdo da hemina com
concentracbes de 15 e 20 pg/ ml reduziu a proliferacaocelular, apresentando-se
potencialmente citotoxica. Estudos anteriores que trataram células MC3T3 com
concentracfes de hemina de 20 e 50 uM néo avaliaram alteracdes de viabilidade
em dosagens de 20 pM mas concentracdes iguais oi maiores de 20 uM
diminuiram a formacgdo de nodulos ésseos em células MC3T3-E1, e também
reduziu o aclmulo de calcio.3* A literatura relata um possivel mecanismo
molecular diferente envolvendo a regulacdo da viabilidade celular, de maneira
queque o efeito citotoxico da hemina pode ser, principalmente, devido a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS).?° Alguns estudos reportam que a
produgdo de ROS vinculada a hemina poderia desempenhar um papel
significativo na evolucdo de diferentes disfungbes humanas, como cancer
colorretal, inflamacéo intestinal e lesdo de células neuronais.’®* No entanto, o

mecanismo molecular pelo qual a hemina exerce esse efeito ainda estd em
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debate. A hemina é uma molécula lipossoluvel que interage rapidamente com
numerosos constituintes celulares e sua toxicidade pode ser mediada por
mecanismos oxidativos e nao-oxidativos. Em altas concentracbes de hemina,

verificou-se toxicidade para diversos de tipos de linhagens celulares.?%:34

Em resumo, na diferenciacdo celular, o presente trabalho mostrou que a
suplementacdo do meio osteogénico com hemina em baixas concentracdes de 5
ou 10 pg/ ml mantém a viabilidade e a proliferacéo celular, mas parece atrasar a
mineralizacdo das células diferenciadas. Nesse cenario, também se verificou que
hemina tem um papel fundamental para proliferacdo celular, sem tem prejuizo na
viabilidade. Estudos mostraram que o aumento intracelular de hemina influencia o
processo de calcificagdo vascular das ceélulas hematopoiéticas (HSMC), por
exemplo, como ocorre no efeito protetivo da prevencao da calcificacdo da aorta
durante a progressdo de lesGes aterosclerdticas, guardando semelhancas a
calcificacdo Ossea, de forma que a hemina inibe a calcificacdo em células HSMC
provocando a captura de fosfato e sua reducédo no meio extracelular.?” A literatura
reporta que as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas na presenca de
hemina ndo apenas alteram vias de sinalizacdo nas células, mas também
influenciam mudancas genéticas e epigenéticas, modulando assim proliferacédo e
diferenciagdo celular.?>2¢ A hemina é capaz de aumentar os niveis de ROS de um
modo dependente da concentracdo. Em contrapartida, o acido ascorbico, que
estd presente no meio de cultura osteogénico, colaborar para esse efeito da
hemina observado no presente estudo durante a diferenciacao celular, ja que a
literatura menciona que o acido ascorbico tem efeitos opostos da hemina, sendo
um antioxidante que pode eliminar radicais livres derivados do oxigénio in vitro e
in vivo.?® Frente a estes resultados percebe-se que acido ascorbico pode realizar

um controle nos niveis de ROS.

Estudos com células K562, amplamente utilizadas como modelo para a
investigacdo de doencas do sangue (eritropoiese) e expressdo genética da
hemoglobina, utilizaram a hemina para induzir a sua diferenciacdo em células
eritrdides.?? Quando as células K562 séo tratadas com hemina, os niveis de ROS
intracelulares aumentam transitoriamente 3,07 vezes logo em 20 min. Além disso,

neste estudo, o tratamento com acido ascorbico seguido de exposi¢cdo a hemina
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por 20 minutos resultou em uma diminuicdo da diferenciacdo dependente da
concentracdo no niveis de ROS intracelulares. Dessa forma, demonstrou-se que o
acido ascorbico em eritrocitos induzidos por hemina podem ter sua diferenciacao
celular mediada por ROS. Portanto, modulando os niveis de ROS intracelulares
por meio de antioxidantes pode ser capaz de regular o estado de diferenciacéo de

eritroides.?®

No presente estudo, a hemina em baixas concentragcdes apresentou-se
promissora no incentivo da proliferagdo celular durante o processo de
osteogénese, aumentando consideravelmente o numero de células e nao
impedindo sua diferenciacdo. O atraso na mineralizacdo celular observado
quando da presenca da hemina pode sugerir esse acontecimento de maior
diferenciacdo celular, e menor producdo de mineralizagdo, participando de
maneira importante da modulacdo temporal do processo de mineralizacdo da
matriz colagena, e pode, no futuro, com mais estudos, ser utilizada como um
tratamento para a modulacdo de sitios de implantes de titnio. Em outros
trabalhos, a hemina foi considerada como uma opc¢ao potencial tratamento para
doencas caracterizadas pela geracdo de radicais de oxigénio como as doencas

cardiovasculares.?®

O presente estudo demonstrou que a migracao celular em meio de cultura
aumento em 24 horas para 0os grupos suplementados com hemina a 5 e 10 g/
ml. Outros estudos também reportaram que, em condicBes de 15%, a taxa de
migracdo acelerou do dia 3 ao dia 6, e durante o dia 6 ao dia 8, a taxa de
migragdo das células foi bastante acelerada. Apds o dia 8, as células migraram
significativamente para longe do seu local primario e a maior distancia de
migracgdo foi 833,62 milimetros. Esse cenario era muito diferente da condi¢éo de
menos de 5% de oxigénio, em que as células migraram menos.3! A distancia mais
préxima entre as linhagens celulares também resultou na maior capacidade de
migracao celular. Além disso, quanto mais curtas as distancias intercelulares,

mais rapida é a migracdo das células.?®

A alta geracédo de ROS pode resultar em uma migracao celular mais lenta
devido ao dano celular. Sob um microambiente de 21% de oxigénio, a geracao de

ROS manteve-se em baixa frequéncia porque poderia ser facilmente neutralizado
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por defesas antioxidantes. O conteudo de ROS abaixo de 5% de oxigénio era
maior do que sob 21%, indicando que o equilibrio de defesas antioxidantes pode
ser quebrado. Durante as primeiras 24 horas, a geracdo de ROS em ambas as
células foi maior do que apo6s as 24 horas, o0 que é diferente para a migracao
celular. Além disso, na distancia curta, o conteuddo de ROS era alto,

demonstrando que a distancia afetava a difusdo de ROS.?°

A literatura aqui reportada traz resultados similares aos obtidos na presente
pesquisa e parecem explicar os processos observados, mas os resultados do
presente estudo devem ser analisados com cautela ja& que este foi um estudo
inicial do efeito da hemina em células precursoras ésseas, necessitando de mais
testes futuros. No entanto, percebeu-se que as células pré-osteoblasticas
apresentaram diferencas no padrdao de proliferacdo, de diferenciacdo e
mineralizacdo celular na presenca de diferentes concentracbes de hemina.
Quando expostas apenas ao meio osteogénico que incluiu um antioxidante como
acido ascorbico em sua composicdo, as células iniciaram sua diferenciacao
celular, marcada pela grande quantidade de corante Vermelho de Alizarina nas
células. Em contrapartida, houve um atraso no inicio da mineralizagdo celular
para 0S grupos que receberam o meio osteogénico suplementado com hemina,
possivelmente devido a presenca de ROS, aos processos de internalizacao da
hemina pelo receptor LRP1 e a formacdo de endossomos indutivos de autofagia

ou mitofagia.

O presente estudo limitou-se por ndo realizar testes com expressao génica
ou de proteinas, mas estudos futuros que investiguem mais a fundo os
mecanismos das células pré-osteoblasticas mediante a suplementagédo de hemina
na osteogénese, auxiliardo para o entendimento dos fendmenos envolvidos no
papel da hemina na ativacdo de reacdes celulares e modulagdo dos processos
biolégicos. Embora ndo tenha sido esse o objetivo deste trabalho, esse é o
primeiro estudo que verificar o efeito da hemina em células MC3T3-E1, fazendo
com que a comparacao entre os resultados obtidos e a literatura existente seja
complicado. E este foi o primeiro passo para entender o papel da hemina na
cicatrizagdo Ossea, osteogénese e na osseointegracdo de implantes. A

compreensao do papel da hemina na osteogénese possivelmente postergando a
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mineralizacdo, abre novos caminhos para se pensar o0 metabolismo 6sseo durante
0S processos de cicatrizacdo 6ssea e de osseointegracdo de implantes de titanio,

além dos tratamentos que envolvam a osteoporose e a recuperacao de fraturas.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo com solucdo de hemina em baixas concentracdes como
5 ug/ ml teve efeitos promissores para a proliferacao celular, ndo interferindo com

a diferenciacao celular, mas postergando a mineralizagao celular.
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