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RESUMO

TRANCOZO, M. Caracterizagédo do padrédo de mutacdes da Osteogéneses Imperfeita
e avaliacdo in vitro dos efeitos de antioxidantes resveratrol, acido ascoérbico e
curcumina em células-tronco mesenquimais. 2022. 78f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito
Santo. Brasil.

A Osteogenesis Imperfecta (Ol) € uma doenca hereditaria dos tecidos conjuntivos que
contém colageno em sua formacéo. Ja foram relatados mais de 20 genes relacionados
a Ol nos ultimos anos. A maioria dos casos ocorrem devido a mutacdes herdadas com
padrdo autossémico dominante nos genes COL1Al ou COL1A2 que codificam as
fibras da proteina de colageno tipo I. Mutacdes em outros genes herdados com padréo
recessivo também ja foram descritos. A Ol ndo tem cura, porém existem tratamentos
que podem promover uma significativa melhora na qualidade de vida nos individuos
afetados. Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar o padrdo de mutacdes
em genes relacionados com a Ol em pacientes do estado do Espirito Santo e avaliar
os efeitos in vitro de antioxidantes em células-tronco mesenquimais de pacientes.
Para a andlise molecular das mutagbes foram utilizadas as técnicas de
sequenciamento de nova geracao (NGS), sequenciamento de Sanger e/ou Triagem
de mutacgdes por polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP). A avaliagéo do
efeito de antioxidantes foi realizada em células-tronco mesenquimais por meio do
tratamento das culturas com resveratrol, acido ascorbico e curcumina e avaliagdo da
viabilidade celular. As amostras desta pesquisa foram obtidas de pacientes atendidos
no Hospital Infanti Nossa Senhora da Gloria de Vitéria/ES. Para analise da
caracterizacdo de mutacdes foram estudados os genes COL1Al, COL1A2, P3H1,
CRTAP, PPIB, SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, SP7, WNT1 e IFITM5 em 29
pacientes. Como esperado, a maioria dos individuos (23/29) apresentou mutacdes em
COL1A1 ou COL1A2. Aproximadamente 10% dos pacientes (3/29) eram portadores
de mutacdes no gene FKBP10. Foi identificado um paciente portador de uma mutacéo
no gene IFITM5 e outro paciente portador de mutagdes no gene P3H1. Os resultados
sugerem gue o estudo destes cinco genes € capaz de identificar 95% das mutacdes
em pacientes brasileiros com Ol. Os resultados de avaliagdo da proliferacdo celular
nas culturas de células-tronco mesenquimais sugerem que a exposicao a curcumina
provoca comprometimento da viabilidade celular em quase 80%, o que indica que este
composto provoca morte celular em cultura. Por outro lado, foi observado aumento da
proliferacéo celular em células tratadas com resveratrol e ao acido ascorbico. Este
resultado sugere que os compostos Resveratrol, Acido ascorbico sé&o potenciais alvos
no tratamento de doencas e poderiam ser investigados quanto a sua potencialidade
na melhora da mineralizacdo ossea. Os resultados desta pesquisa podem ajudar no
planejamento de estratégias mais eficientes de diagnostico molecular, bem como, na
identificacdo de novos compostos em potencial para o tratamento da Ol, contribuindo,
no futuro, com o aconselhamento genético e melhora da qualidade de vida dos
pacientes.

Palavras-chave: IFITM5, FKBP10, P3H1, NGS, viabilidade celular, cultura celular



ABSTRACT

TRANCOZO M. Characterization of the Osteogenesis Imperfecta mutation pattern and
in vitro evaluation of the effects of resveratrol, ascorbic acid and curcumin antioxidants
on mesenchymal stem cells. 2022. 78p. Thesis (Doctoral in Biotechnology) -
Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is an inherited disorder of connective tissues that contain
collagen in their formation. More than 20 Ol-related genes have been reported in the
last years. Most cases happen due mutations inherited with autossomic dominant
inheritance in the COL1A1 or COL1A2 genes that codifing the collagen fibers type |
proteins. Mutations with recessive inheritance were also related to the disease. There
is no cure for Ol, but some treatments can significantly improve the quality of life of
affected individuals. Therefore, this work aimed to characterize the pattern of mutations
in Ol-related genes in patients from Espirito Santo state/Brazil as well as search for
new Ol treatments. The techniques of next generation sequencing (NGS), Sanger
sequencing and/or Screening of mutations by single-stranded conformational
polymorphism (SSCP) were used for the molecular analysis of the mutations. We
focused on evaluating whether antioxidants are able to improve the cellular
proliferation in vitro experiments in the search for new Ol treatments. The samples of
this research were obtained from patients treated at the Nossa Senhora da Gléria
Children's Hospital in Vitoria/ES, Brazil and at the Dério Silva Hospital/ES, Brazil. The
COL1A1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, SP7,
WNT1 and IFITM5 genes were studied in 29 patients for the analyze the mutations. As
expected, most individuals (23/29) carried mutations in COL1A1 or COL1A2 genes.
Approximately 10% of the patients (3/29) had mutations in the FKBP10 gene. We found
one mutation in the IFITM5 gene in one patient and another change in the P3H1 gene
in other patient. The results suggest that the study of these five genes is able to identify
95% of Ol mutations in Brazilian patients. Stem cell cultures were exposed to the
antioxidants Resveratrol, Ascorbic Acid and Curcumin to search for compounds that
improve cellular proliferation. Samples treated with Curcumin had their cell viability
compromised by almost 80. This result suggests that Curcumin causes cell death in
culture. By the other hand, increased cell proliferation was observed in cells treated
with resveratrol and ascorbic acid. This result suggests that the compounds
Resveratrol, Ascorbic acid are potential targets in the treatment of diseases and could
be analyzed how much they can improve the bone mineralization. The results of this
research can help in the planning of more efficient molecular diagnostic strategies, as
well as in the identification of new compounds for the treatment of Ol, contributing, in
the future, for genetic counseling and improving the life quality of patients.

Key words: COL1A1, COL1A2, IFITM5, FKBP10, P3H1 and Resveratrol and Ascorbic
Acid
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1 INTRODUCAO

A Osteogenesis Imperfecta (Ol) € uma doenga mendeliana que possui ampla
heterogeneidade clinica e genética. Aproximadamente 75% dos pacientes sao
portadores de mutacbes em genes que codificam a proteina de colageno tipo |,
contudo, ja foram identificados 20 genes distintos que podem causar Ol quando
mutados. A caracterizacdo do padrdo de mutagcbes dos genes preferencialmente
mutados em diferentes popula¢des pode ajudar no planejamento de estratégias mais
eficientes de diagnostico molecular. Os sintomas de maior relevancia da Ol séo
fraturas recorrentes e deformidades 6sseas que ocorrem, na maioria dos casos,
devido ao comprometimento da proteina de colageno tipo | presente nos 0ssos. O
tecido 6sseo, uma das estruturas mais importantes do corpo humano, apresenta ndo
s6 funcao de sustentacédo e protecdo de 6rgaos moles, como também de producéo de
células sanguineas, regulacdo de hormonios e armazenamento de ions. Alteracbes
deste tecido, como ocorre na Osteogenesis Imperfecta, podem causar graves
problemas de salde. A busca por compostos que possam ser utilizados como
potenciais estratégias de tratamento pode trazer impacto relevante na qualidade de
vidas dos pacientes portadores desta enfermidade. Neste contexto destacam-se 0s
antioxidantes, moléculas produzidas pelo organismo ou obtidas por meio da
alimentacdo, que atuam impedindo a oxidagdo de outras moléculas ao combater
radicais livres/espécies reativas gerados pelo metabolismo do corpo. Os antioxidantes
desempenham importante papel no sequestro de espécies reativas, com consequente
manutencado do equilibrio nos processos de reabsorcdo 6ssea. Além disto, eles sédo
compostos de facil obtencdo e que podem ser isolados de fontes naturais. Esta
pesquisa teve como objetivo caracterizar o padrdo de mutacdes em pacientes com
Osteogenesis Imperfecta do estado do Espirito Santo e buscar compostos
antioxidantes que sejam promissores no desenvolvimento de novas terapias para

tratamento da Osteogenese Imperfeita.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 HISTORICO DA DOENCA

Em 1849 o professor de anatomia Willem Vrolik, ao investigar as ocorréncias de
displasias 6sseas notou que em sua grande maioria acompanhavam os individuos
desde sua formacdo uterina. Essa condicdo, segundo ele, poderia ser pela
insuficiéncia de uma “energia generativa” durante a formacéo do feto. Ele corroborou
sua hipotese quando estudou pecgas anatdmicas onde observou o comprometimento
na ossificagdo primaria ao invés de uma degeneracao secundaria. Por meio de um
exemplar doado por seu pai, 0 também anatomista Gerard Vrolik, ele faz uma
descricdo de um recém nascido, morto aos trés dias de vida, que apresentava
numerosas fraturas no cranio, assim como o0s demais 0Ss0s, problemas no
desenvolvimento esquelético, rosto curto e estreito e a presenca de calos dsseos
(Figura 1), publicado esse achado em seu livro Patologias Anatdbmicas, sendo ele o
primeiro a utilizar o termo Osteogenesis Imperfecta para nomear a condicdo descrita
(BALJET et al., 1984 e 2002).

Figura 1: Figura representativa do exemplar dissecado por Willem Vrolik (BALJET et al.,
2002)

Vrolik também pdde observar que a mesma familia da crianca ja citada teve outro filho
em gque 0 mesmo apresentava as mesmas caracteristicas do primeior filho. Estes dois
casos foram posteriormente classificados com Ol tipo Il em 1998 (OOSTRA et al.,
1998Db).
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Enquanto Vrolik descrevia o primeiro caso de Ol infantil, Jean Frederick Lobstein
documentava o primeiro caso de Ol adulta. Em meados do século 20 Looser of
Heidelberg, utilizou pela primeira vez os termos Ol tardia e Ol congénita, os quais sdo
utilizados até hoje na prética clinica (Chetty, 2020)

Em 1907 o professor John Garstang encontrou uma mumia egipcia de cerca de 1.000
anos a.C, sendo que a mesma apresentava caracteristicas comuns ao quadro de Ol
(FIGURA 2), porém, somente em 1969 Gray descreveu e classificou o que entéo seria
o primeiro caso de Ol, descritopor meio de observacdes e exames radioldgicos (GRAY
et al., 1969; LOWENSTEIN et al., 2009).

Figura 2: Radiografia do exemplar encontrado pelo professor John Garstang (GRAY, 1969)

1.2 OSTEOGENESIS IMPERFECTA

Osteogenesis Imperfecta (Ol) € uma doenca genética que acomete em torno de
1:10.000 a 1:20.000 nacidos. Ela é uma enfermidade que acomete o tecido conjuntivo,
onde ha predominancia de colageno tipo I, a principal proteina constituinte do tecido
conjuntivo ésseo. As alteracbes genéticas que acometem 0s pacientes estao
predominantemente nos genes (COL1Al1 e COL1A2) que codificam a proteina em
guestdo (TOURNIS and DEDE, 2017; ROSSI, 2019).
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Dependendo da severidade do quadro do paciente pode-se observar caracteristicas
tipicas da Ol tais como, esclera azulada, ossos quebradicos e com deformacdes,

audicdo comprometida, dentinogenese imperfeita e problemas cardiacos.

Como esta condicao provoca inUmeras caracteristicas, sendo que as mesmas podem
apresentar diferentes graus de severidade, tornou-se necessario fazer uma

classificacdo da doenca para o melhor diagnéstico dos pacientes (ROSSI, 2019).
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Figura 3: Formacéo do colageno tipo 1 e os genes envolvidos no processo (TOURNIS,
2018)

1.3 CLASSIFICACAO

Em 1989, Sillence e col. realizaram uma classificacao clinica da Ol. Esta classificacéo
faz uma divisdo em quatro tipos principais da Osteogenesis Imperfecta que vao do

guadro mais leve até o letal da doenca (Quadro 1).

Quadro 1: Classificagcao de Sillence e colaboradores (1979)
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Tipo de Ol Classificacao clinica

I Esclera azulada, fragilidade 6ssea moderada

I Letal no periodo perinatal

1] Esclera branca, com deformidade progressiva grave

\Y Esclera branca com fragilidade éssea variavel

Porém, com o passar dos anos e com o advento de novas pesquisas relacionadas as
bases genéticas da Ol, formularam-se novas classificacbes em que levaram em
consideracao os genes envolvidos. A mais recente delas € de Chetty e colaboradores
de 2020 (Quadro2) onde pode-se ver o tipo atual de Ol, o tipo de heranca, o gene e a

proteina envolvidos e em que etapa da formacéo 6ssea estdo envolvidos.

Nos casos em gue ndo se tem acesso ao resultado genético dos pacientes o

diagnéstico clinico é realizado com base na classificacdo de Sillence e col. (1979).

1.4 COLAGENO TIPO 1 E OS ASPECTOS MOLECULARS DA Ol

Como mencionado anteriormente 0os genes mais afetados, no que diz respeito as
mutacBes que levam Ol, sdo os genes que codificam o colageno tipo 1. Este tipo de
coldgeno é o mais abundante constituinte da matriz 6ssea, sedo composto por duas
cadeias alfa-1 (gene COL1A1) e uma cadeia alfa-2 (gene COL1A2) de pro-colageno,
constituindo entdo uma fibrila em tripla hélice. Cada cadeia alfa contém um padréo
triplo de aminoécido (Gly -X-Y) que ocorrem com frequéncia ao longo de sua estrutura,

Gly (gliciana) —X (normalmente prolina) -Y (geralmente hidroxiprolina).

Inicialmente a formacgéo do pro-colageno tipo 1 € iniciada no reticulo endoplasmatico
a partir da extremidade amino a carboxi-terminal. Principalmente durante a traducéo
ela sofre modificacbes que promovem sua melhor conformacdo de maneira mais
efetiva e rapida, evitando assim alteracfes indesejadas em sua estrutura. Durante

todo esse processo varias proteinas e genes diferentes trabalham de maneira
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coordenada para que o resultado final seja o adequado (Figura 3). Tais genes
codificam proteinas que se alterados promovem defeitos de sintese, estrutura ou
processamento do COL1A1 e COL1A2, incluindo a clivagem de uma da extreminade
carboxi termina por BMP1. Além disso genes como o CRTAP, LEPREL, PPIB e
TMEM38B séao responsaveis por modificacdes pos-traducionais do colageno tipo 1 por
promoverem o dobramento ideal do mesmo. Ja os genes SERPINH1, FKBP10,
PLOD2 e P4HB sao responsaveis por sua reticulacdo. Sobre tudo ainda existem
genes que promovem modificagdes na mineralizagao (IFITM5 e SERPINF1) e outros
gue podem causar defeitos na diferenciacdo dos osteoblastos (SP7, WNT1 e
CREB3L1) (EL-GAZZAR e HOGLER, 2021).

Por tudo o que foi exposto acima vé-se que defeitos genéticos nesses genes
mostraram ser relevantes na causa da Ol por participarem ativamente na formacao
da matriz 6ssea (TOURNIS, 2018). Os genes, suas respectivas proteinas e funcdes
celulares estéo listados no quadro 2.



Quadro 2: Nova classificacdo da Ol (modificado de CHETTY et. al. 2020; EL-GAZZAR e HOGLER et. al. 2021)

Diagndéstico

Molecular OMIM Heranca Gene Proteina Mecanismo da doencga Fenotipo
Ol tipo | AD  COL1A2 Collagen type 1, a1/2 Processamento/sintese do Leve a
collageno moderada
Ol tipo Ii AD COL1A/2 Collagen type 1, at/2 FUSEESSEIMEMITSINESD oo Letal
collageno
Ol tipo IlI AD COL1A/2 Collagen type 1, at/2 Processamento/sintese do Grave
collageno
Ol tipo IV AD COL1A/2 Collagen type 1, a1/2 FUSEESSEIMEMITSINESD o Moderada
collageno
Ol tipo V AD IFITM5 Interferon-lnduced. Defeito na mineralizacéo Moderada
transmembrane protein 5
Ol tipo VI AR SEPINF1 FlE el EEiiellun-eEee Defeito na mineralizacéo ML N
fator grave
Ol tipo VI AR CRTAP Cartilageassociated protein ModificagBes no colageno Grave a letal
Leucine prolineenriched
Ol tipo VIII AR LEPRE1 proteoglycan 1/prolyl 3- Modificagdes no colageno Grave a letal
hydroxylase 1
Ol tipo XI AR PPIB Peptidylprolyl ISomerase ModificagBes no colageno Grave
B/cyclophilin B
Ol tipo X AR SERPINH1 Serpin peptidase inhibitor CIEfEE defeltuos,,a para Grave
dobramento de colageno
Ol tipo XI AR FKBP10 FK506 binding protein 65~ Chaperona defeituosa para - Moderada a
dobramento de colageno grave
Ol tipo XIlI AR SP7 Transcription factor 7 DIESEMYEIMERs € Moderada
osteoblastos
Ol tipo Xl AR TMEM38B Transmembrane protein 38 B Modifica¢des no colageno Grave



Ol tipo XIV
Ol tipo XV

Ol tipo XVI

Ol tipo XVII

Ol tipo XVIIi

Ol tipo XIX
Ol tipo XX
Nao infomado

Nao informado

Nao informado

AR

AD/AR

AR

AR

AR

XL

AR

AR

AR

AR

BMP1
WNT1

CREB3L1

SPARC

TENT5A
(FAM24A)

MBTPS2
MESD
SEC24D

CCDC134

KDELR2

Bone morphogenic Sintese/processamento do
protein 1 colageno
Desenvolvimento de

Wingless-type member 1 osteoblastos

CAMP responsive element Desenvolvimento de
binding osteoblastos
Secreted protein, acidic, Processamento de
cysteine-rich procolageno e montagem
(SPARC, or osteonectin) extracelular
Terminal
nucleotidyltransferase 46, Sinalizagao BMP

Member A (FAM46A)

Regulado por Golgi protedlise

Site 2 protease (S2P) intramembranar

Mesoderm development LRP
chaperon

SEC24D

Sinalizagdo WNT

ER COPII Transporte de
procolageno

Coiled-coil domain containing

134 Caminho MAPK

Regulam o trafego de
proteinas entre o aparelho de
Golgie o RE

KDEL endoplasmic reticulum
protein retention receptor 2

Leve a grave

Moderada a
grave

Grave

Moderada a
grave

Grave

Moderada a
grave

Grave
Grave

Grave

Grave a letal

20
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1.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico da Ol é realizado baseado no histérico familiar do paciente e por meio
de exames clinicos, radiol6gicos e bioquimicos, dessa forma pode-se inferir que o tipo
de Ol baseado na classificacdo de Sillence e col., 1979. O diagndéstico molecular
atualmente é realizado por meio da técnica de Sequenciamento de Proxima Geracao,
com painéis génicos onde traz como alvos os genes causadores de Ol. Por meio dele
€ possivel saber a causa exata da doenca, revelando assim o modo de heranca da
doenca e a identificagdo dos familiares afetados quando os mesmos apresentam
caracteristicas muito leves da doenca (PALOMO, 2017). Com os resultados
conclusivos de mutacdes € possivel utilizar a classificacdo de Ol atual de Chetty et al.
(2020).

O Tratamento da Osteogenesis Imperfecta é determinada levando-se em
consideracéo a gravidade, idade e estado funcional do individuo acometido. Pacientes
com a forma leve, terapias ortopédicas sao realizadas apenas com a ocorréncia de
fraturas. Porém em pacientes com as formas moderadas e graves, tais abordagens
sdo ampliadas para o tratamento de deformidades graves e fraturas multiplas. Além
do tratamento das fraturas, faz-se também o uso de bisfosfonatos intravenosos, que
agem sobre os osteoclastos (célula 6ssea responsavel pela reaborsdo da matriz
0ssea), afim de promover o aumento da densidade mineral éssea dos pacientes,
acarretando assim na diminui¢do da fraturas dos mesmo (PALOMO, 2017; ROSSI,
2020).

Contudo, novas formas de tratamento tém sido investigadas. Uma delas € a utilizac&o
de denosumab que, assim como o bisfosfonato, € um agente anti-reabsortivo. Outra
estratégia utilizada é a administracdo de teriparatida, composto que promove a
diferenciacéo e atividade de osteoblastos e antiocorpos inibitorios. Estes tratamentos
promovem o aumento da formagéo 6ssea por meio da sinalizagdo Wnt. Também tém
sido desenvolvidos compostos que tem como alvo a inibi¢cao da sinalizacdo TGF-beta.
Esta estratégia tem como objetivo atuar prevenindo que ocorra diminuicdo da
densidade de massa 0Ossea, evitando fragilidade 6ssea (PALOMO, 2017; ROSSI,
2020).
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Na busca de terapias alternativas para diversas doencas tem se observado que
compostos antioxidantes contribuem de forma positiva para o tratamento. Assim, é
relevante avaliar se antioxidantes poderiam ser Uteis no tratamento da Ol. A avaliagdo
de novos compostos, frequentemente, passa por diversos estudos, como analises que
avaliam a seguranca e eficiéncia de uma substancia por meio de experimentos in vitro.
Assim, andlises em cultura celular de substancias antioxidantes especificas seriam
Uteis na busca de tratamento complementar para a Ol que ajudasse a melhor a

qualidade de vida dos pacientes.

1.6 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos, que podem ser produzidos por
plantas e por alguns animais, capazes de eliminar espécies reativas e seus derivados.
Eles podem inibir ou retardar oxidacdo, sendo esta uma reacdo quimica que pode
gerar radicais livres, danificadores celulares que agem em cadeia (KASOTE et. al.
2015; SALEHI et al., 2018; HES et al., 2019). Espécies reativas definidas como
espécies quimicas que apresentam um elétron desemparelhado na ultima camada de
valéncia, sendo assim eles podem ser radicais livres oxigenados ou nitrogenados
(PISOSCHI et al., 2016).

Espécies reativas de Oxigénio (ERO) e espécies reativas de Nitrogénio (ERN) séo
moléculas produzidas a partir do metabolismo de células aerdbias. Tal producédo é
regida por oxidases mitocondriais ou outras organelas celulares (SALEHI et al., 2018).
Quando as defesas antioxidantes do organismo estdo sobrecarregadas ndo séo
capazes de atuar sobre ERO e ERN, o que pode levar a danos macromoleculares
provocando uma interrupcdo na sinalizacdo e no controle redox, causando assim
estresse oxidativo (SALEHI et al., 2018).

Espécies Reativas de Oxigénio ou Nitrogénio sdo espécies quimicas que tem em sua
composicdo um elétron ndo emparelhado na ultima camada de valéncia. ROS
apresentam moléculas de Oxigénio (O) com maior reatividade quimica do que o
Oxigénio molecular (02). Dentre os principais ERO, podem ser encontrados anion
superoxido (0O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO-), sendo
estes formados a partir da reducéao do O2 (KONG et al., 2017). ERO sao um grupo de
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moléculas que apresentam diferentes reatividades quimicas tais como as que incluem
radicais O2-, hidroxila, alcoxila e peroxila-radicais naturais, NO e didxido de Nitrogénio
e as que ndo apresentam radicais peroxido de hidrogénio (H202), hipoclorito,
peroxinitrito, Oxigénio singlete, peroxidos lipidicos e outros (SCHMIDT et al., 2015).

Os ERO estéo envolvidos em processos regulatérios como a proliferacéo e apoptose
celular e expressao génica, demonstrando que em baixos niveis os radicais livres sao
benéficos ao organismo. Porém quando gerados a niveis maiores, 0S mesmos podem
neutralizar o sistema antioxidantes levando a prejuizo na manutencdo de
biomoléculas essenciais da célula levando a oxidacdo de lipidos da membrana,
proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e enzimas (PISOSCHI et al., 2016; ZHOU et
al. 2019).

O processo de inicializacéo da defesa a partir de antioxidantes ou a reducao dos niveis
de ERO/ERN endogenas sdo indicadores consistentes de estresse oxidativo. O
acumulo de ERO/ERN no organismo esta associado a disturbios patogénicos. Tal
acumulo também estd associado a dados celulares que levam a funcionamento

anormal da célula e até mesmo a morte da mesma (SALEHI et al., 2018).

Na década de 70 ja era de conhecimento da comunidade cientifica que o estresse
oxidativo contribui para patogéneses relacionados a doencas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas, inflamatérias e cancer. Isto se deve a alta reatividade
com lipideos, proteinas e o DNA. Neste mesmo periodo, estudos publicados relataram
que o uso de antioxidantes mostrou ser benéfico como agentes protetores ou
terapéuticos contra tais doencas, por auxiliar no equilibrio redox (SCHMIDT et al.,
2015; KONG et al., 2017).

O equilibrio redox € fundamental para a preservacdo de um microambiente celular
saudavel. Sendo assim, um desequilibrio no mesmo, pode ocasionar mudancas no
equilibrio entre ERO e um sistema de defesa celular por antixidantes eficientes, tal
desequilibrio ocorre quando a produgdo das espécies reativas supera a eliminagéo

das mesmas pelo corpo (SALEHI et al., 2018).

Apesar de altos niveis de desequilibrio redox serem prejudiciais a manutencao das
células aerébias levando a danos oxidativos e nitrosativos e morte celular, estudos

recentes constataram que niveis basais de espécies reativas sao importantes para a
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sobrevivéncia celular, visto que aumentam os niveis de defesa antioxidantes da célula
mediante o0 processo de sinalizacdo celular, diferenciacdo, proliferacéo,
envelhecimento, reparo e morte celular (SCHMIDT et al., 2015; SALEHI et al., 2018).
Tal relacdo € descrita como uma hormose, onde as concentracdes baixas do
composto demonstram ter efeitos benéficos e altas doses podem exercer efeitos
nocivos a célula (SCHMIDT et al., 2015; SALEHI et al., 2018).

As espécies reativas de Oxigénio e de Nitrogénio podem causar danos as células por
meio de ligagBes covalentes a outras moléculas, fazendo com que haja um
crescimento celular anormal ou até mesmo provocando a inducdo de senescéncia
celular, acarretando na producédo de células produtoras de citocinas em grande
quantidade, que pode levar a uma reacao inflamatéria. Acredita-se que as substancias
antioxidantes podem bloquear os efeitos prejudiciais das espécies reativas,
bloqueando assim os efeitos no envelhecimento, na inflamacéo e no cancer (SALEHI
et al., 2018).

Por este motivo viu-se a necessidade de buscar um tratamento que agisse de forma
sistémica a fim de reverter ou minimizar tais problemas (SCHMIDT et al., 2015). Nesse
intuito viu-se nos agentes antioxidantes uma alternativa para a prevencdo ou até

mesmo tratamento para algumas patologias.

1.6.1 Classificacédo dos antioxidantes

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agao:
primarios, secundarios e desativadores de metais; quanto a sua origem: endégenos
naturais enzimaticos e naturais ndo enzimaticos, sendo que os enzimaticos podem
ser categorizados em sistema de defesa primario e secundario; e os antioxidantes
naturais de origem alimentar (exdgenos) (HES et al., 2019; PISOSCHI et. al., 2016).
Antioxidantes naturais sao fundamentais para o bom funcionamento da defesa celular
por este motivo viu-se a importancia de estudos alguns desses compostos atrelados

ao desenvolvimento dsseo.
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2.1.1.1 Resveratrol

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno; RES) € um um fitoestrogénio polifenélico nédo
flavonoide que pode ser encontrado na natureza na composicao de plantas como uvas
vermelhas, amendoim, acai, pinheiros, mirtilos, framboesas, amoras, nozes, pistache,
cacau, algumas ervas medicinais asiaticas e também no vinho tinto (BITTERMAR
AND CHUNG, 2015; CHE, 2016; LEE, 2016; KO et al., 2017; ASIS et al., 2019;
MURGIA et al., 2019; RAUT et al., 2019, ZHOU et al., 2019).

A estrutura do RES tem em sua composicao dois anéis fendlicos interligados por uma
dupla ligacéo de estireno, sendo produzido desta forma 3,4 ', 5-tri-hidroxiestilbeno que
pode ocorrer em duas isoformas, cis e trans (figura 4) (KO et al., 2017; MURGIA et al.,
2019).

OH F OH
HO g O

OH

OH OH

(a) (b)

Figura 4: estrutura do Resveratrol (a) conformacéo trans-, (b) conformacéao cis- (TIAN AND
LIU 2019).

A principal isoforma deste conjunto € a trans, sendo a mais estudada dentre as duas.
Quando esta estrutura é submetida a calor ou radiacbes utravioleta pode ser
convertida na isoforma cis, sendo esta semelhante a estrutura do estrogénio sintético
dietilestilbestrol. Por este motivo, RES foi classificado como um fitoestrogéncio (KO et
al., 2017).

A biossintese de RES inicia-se com a reagédo, catalisada pela enzima estibene sintase,
entre uma molécula de p-coumaroyl-CoA e trés moléculas de malonyl-CoA (KO et al.,
2017).
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Existem analogos naturais tais como viniferinas, pterostilbene e piceid, além de
analogos semi-sintéticos que sabem-se possuir beneficios farmacologicos
semelhantes a RES natural (KO et al., 2017).

Ao ser consumido RES tem sua biodisponibilidade reduzida devido a modificacfes do
tipo glucuronidacéo e sulfatacdo, por este motivo € pouco provavel que o0 mesmo
alcance concentragdes séricas maiores do que 1 uM (BITTERMAR AND CHUNG,
2015).

Além da atuacdo de RES no aumento da expressdo de enzimas antioxidantes, ele
também pode atuar na diminuicdo da expressao e atividade da oxidase levando a
inibicdo de ERO mediadas por NADPH oxidase. RES também estimula a biogénese
mitocondrial, 0 que leva a uma reducéo na formacéo de superdxidos mitocondrial e a
regulacdo positiva da sintese da enzima tetrahidrobiopterina guanosina trifosfato
(GTP) ciclohidrolase 1, levando a supresséo da producdo de superoxidos a partir do
oxido nitrico sintetasa endotelial (MURGIA et al., 2019).

Dentre os efeitos benéficos deste polifenol estdo a melhoria na atividade mitocondrial,
protecdo contra a obesidade e doencas relacionadas a obesidade, supressédo de
inflamacédo e crescimento de células cancerigenas, distlrbios cognitivos, protecao
contra disfuncdo cardiovascular e remodelacdo 6ssea (BITTERMAR AND CHUNG,
2015; CHE et al., 2016; LEE et al., 2016; KO et al., 2017; ASIS et al., 2019; MURGIA
et al., 2019; RAUT et al., 2019, ZHOU et al., 2019).

Em estudos primarios envolvendo o uso de RES observou-se que 0 mesmo atuava
na estimulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais de
medula éssea em humanas (CHE et al., 2016; ZHOU et al., 2019).

No que diz respeito ao metabolismo 6sseo, estudos demonstraram que o resveratrol
age no processo de remodelacédo 6ssea ao passo que pode auxiliar na formacéo e
atividade de osteoblastos ao mesmo tempo que inibe a diferenciagéo e a acdo dos
osteoclastos (CHE et al., 2016; LEE et al., 2016; BORSANI et al., 2018; RAUT et al.,
2019).

Neste contexto, estudos in vitro mostraram que hd um aumento na producdo de

fosfatase alcalina (ALP) dependendo da dose administrada de resveratrol. A
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importancia desse componente no processo da formacao 0ssea deve-se ao fato de o
mesmo atuar como um biomarcador para a diferenciacdo de osteoblastos,

promovendo assim a diferenciacdo do mesmo (CHE et al., 2016; LEE et al., 2016).

RES também age sobre o SIRT1, viu-se que sua ativacdo, em trabalhos in vitro,
desregulam a producéo de pré-adipdcitos e a diferenciacdo adipogénica, quando o
mesmo inibe a transcricdo de fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese. Entre
eles esta o receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PPARy) que
quando inibido permite que haja o aumento da expressdo de marcadores
osteoblasticos tais como Runx2, osteocalcina (OCN), fosfatase alcalina (ALP) e
osteopontina (LEE et al., 2016). JA sendo descrito que o resvetral promove
osteogénese espontanea pela regulacdo positiva na expressédo dos dois primeiros
genes citados no atreiormente (MURGIA et al., 2019).

Apesar desses achados em estudos in vitro, em estudo in vivo os efeitos do RES néo
estdo bem definidos quanto sua acdo na remodelacdo 6ssea. Em trabalhos com
animais foi observado que houve aumento na densidade mineral 6ssea epifisaria e a
inibicdo da diminuicdo de célcio no fémur de ratos ovariectomizados, em outros
estudos observou-se que a suplementacdo com RES impediu o declinio da
microarquitetura 6ssea de ratos idosos (CHE et al., 2016; LEE et al., 2016; ZHOU et
al., 2019).

Apesar de tais achados ainda ndo esta claro se RES realmente pode auxiliar no
crescimento e acumulo de massa 0ssea no inicio da vida de um individuo ou modular

o metabolismo 6sseo durante o envelhecimento precoce (LEE et al., 2016).

Foi demonstrado em estudos anteriores que RES pode atuar em diferentes
mecanismos que participam da remodelacédo 0ssea (ASIS et al., 2019).

2.1.1.2 Acido ascérbico

O Acido L-Ascérbico (AA), também conhecido como vitamina C, é uma vitamina
solivel em agua que pode ser encontrada em frutas frescas e vegetais. Ele € um
micronutriente que participa da regulacéo do desenvolvimento, fungdo e manutencao

de vérios tipos celulares do corpo, atuando na regulacdo da biossintese do tecido



28

conjuntivo ou agindo como um agente antioxidante, ja que apresenta um alto poder
redutor (AGHAJANIAN et al., 2015; HART et al., 2015; CHIN AND IMA-NIRWANA,
2018). Ele pode agir como cofator nos processos de hidroxilases e enzimas
monooxigenases envolvidas na sintese de colageno, carnitina, neurotransmissores e
horménios (HART et al.,2015; CHIN AND IMA-NIRWANA, 2018). Além disso, seu
papel € fundamental na funcéo de leucocitos e no metabolismo de proteinas (HART
et al., 2015).

Sua producéo inicia-se com a formagao de UDP-glicose a partir da D-glicose-1-fosfato
e trifosfato de uridina (UTP). Desta forma a UDP-glicose passa por um processo de
desidrogenacdo e perde o difosfato de uridinha presente em sua composicéo,
tornando-se entdo em D-glucuronato que em seguida é reduzido a L-gulonato que por
sua vez é convertido enzimaticamente via gulonolactonase em L-gulono-y-lactona. L-
gulono-y-lactona € convertida em AA via L-gulonolactona oxidase (GULO). Ao longo
do processo evolutivo algumas espécies como capivaras, alguns morcegos e primatas
e humanos perderam a capacidade de producéo da vitamina C, devido a perda da
capacidade de producao da GULO pelo figado (AGHAJANIAN et al., 2015; HART et
al., 2015; CHIN AND IMA-NIRWANA, 2018).

A vitamina C é um componente fundamental na sintese de colageno, seu papel se
deve a sua acdo como cofator, influenciando na funcdo da proteina do dominio da
proli hidroxilase (PHD), esta enzima hidroxila prolinas que sao fundamentais na
formacdo e conformacdo da cadeia de coldgeno (AGHAJANIAN et al.,, 2015;
DePhillipo et al., 2018). Por este motivo viu-se que o AA é um modulador critico na
producao de colageno o que vai além de seu efeito antioxidante (AGHAJANIAN et at.,
2015).

O AA apresenta acdo sobre varios tipos celulares 6sseos. Ele atua positivamente na
formacao de ossos trabeculares, pela sua influéncia na expresséo de genes da matriz
O0ssea em osteoblastos (AGHAJANIAN et al., 2015).

Em estudos recentes com camundongos geneticamente modificados para deficiéncia
de vitamina C, viu-se que o AA atua diretamente na regulacéo da transcricdo de genes
da via 6ssea. Nestes trabalhos notou-se que mudancas sutis em genes que regulam

as vias de sinalizacdo da vitamina C, podem influenciar negativamente a transcricdo
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de genes relacionados a maturacéo e funcao dos osteoclastos (AGHAJANIAN et al.,
2015).

Além disso, foi observado que ele atua também na expressao de genes envolvidos na
diferenciacdo de condrodcitos e ainda regula o direcionamento de osteoblastos e
também sua proliferacdo. Outros estudos in vitro mostraram que o AA estimula a

deposicao inicial da matriz extracelular colagena (AGHAJANIAN et al., 2015).

A diferenciacéo e proliferacdo de células condrogénicas e osteogénicas sao reguladas
de alguma forma por AA. Por exemplo, fatores de crescimento osteogénicos Sao
sujeitos a regulacédo por AA, o fator de crescimento transformante (TGF-B), receptor
de estrogénio e osteopontina (OPN) tem suas expressdes aumentadas. Os trés
componentes citados anteriormente sdo reguladores fundamentais na formacgao
0ssea (AGHAJANIAN et al., 2015).

Tendo em vista tudo o que foi mencionado anteriormente, vé-se que o acido ascorbico
é de fundamental importancia para a diferenciacdo osteogénica e condrogénica, visto
que niveis abaixo do normal em organismos de vertebrados podem causar um
distarbio 6sseo levando a fraturas espontanea, crescimento 6sseo prejudicado e
consolidacdo 6ssea prejudicada (AGHAJANIAN et al., 2015; LINDSEY, CHENG,
MOHAN, 2019). Além disso, pesquisas apontam para a acdo do AA no aumento da
sintese de colageno e na cicatrizacdo do tecido musculoesquelético (DePHILLIPO et
al., 2018). Por este motivo nota-se a importancia do conhecimento dos mecanismos e

vias reguladas pelo AA.

2.1.1.3. Curcumina

Curcumina (CUR) é um composto natural polifendélico presente no rizoma da curcuma
(Curcuma longa). Ela possui em sua composicado trés curcuminoides: 77% de
Curcumina, 17% de demetoxicurcumina e 3% de bisdemetoxicurcumina, sendo o

primeiro com a maior atividade dentre os trés.

Nos ultimos anos, estudos tem demonstrado que CUR apresentou acdes terapéuticas
e atividades bioloégicas como a acéo anti-infecciosa, antioxidades, anti-inflamatoria,

tropossupressor, anti-artritico, quimiopreventivo e anticancerigeno. Além disso, a
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Curcumina esta associada a protecéo ossea por inibir a osteoclastogénese afetando
diretamente no ciclo da remodelacdo 6ssea aumentando assim, a densidade mineral
e a microarquitetura 6ssea em estudos utilizando modelos animais e em pacientes
com osteoporose (ROHANIZADEH, DENG AND VERRON, 2016; AHMED et al. 2019;
LIANG et al., 2020).

1.7 DESENVOLVIMENTO OSSEO

O osso é um tecido complexo metabolicamente e apresenta alta capacidade de
reparagdo, porém, mesmo com estas qualidades, existem quadros clinicos onde o
metabolismo 6sseo ndo é capaz de promover sua reparacao de forma espontanea.
Visto isso, pesquisas tém buscado técnicas e estratégias diferenciadas que possam
auxiliar na melhora de lesbes Osseas ou na regeneracdo Ossea retardada
(BARBALHO et a., 2019).

O osso € um tecido conjuntivo que apresenta componentes inorganicos e organicos.
Em sua parte inorgéanica, pode-se observar uma matriz mineralizada composta por
hidroxiapatita que é formada por sais de célcio e fosfato. Ja a parte organica é formada
por colageno tipo |, proteoglicanos e outras proteinas (BARBALHO et al., 2019;
DATTA et al., 2018). Além disso, existem trés tipos celulares que predominam na
esturura Ossea: dentre as células osteogéncias encontram-se 0s osteoblastos e
ostedcitos; os osteoclastos que sdo classificados como células de reabsorcéo e as as
células do tecido conjuntivo e as de defesa como os fibroblastos, células
mesenquimais indiferenciadas, linfocitos, mondcitos e eosindfilos (PEREZ-SAYANS
et al., 2010; ALLGROVE and SHAW, 2009).

1.7.1 Inicio do desenvolvimento esquelético

A primeira etapa do desenvolvimento esquelético inicia-se com a condensacgéo das
células mesenquimais indiferenciadas nos formatos e posi¢cdes que posteriormente
serdo ocupadas pelos componentes do esqueleto. ApGs esta etapa as células
condesadas passam pelo processo de diferenciacdo condrocitica que por sua vez
passam a expressar colageno tipo llb, IX, XI e outros genes que ajundam a compor a

matriz celular éssea. Os condrdcitos ja diferenciados passam por um NOVO processo
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de deferenciacdo que resulta em uma hipertofia do mesmo onde inicia-se a expressao

de colageno tipo X e dimiuicdo do colageno tipo llb.

As células hiperprofiadas s&o envoltas gradativamente por matriz calcificada,
favorecendo assim a propagacédo de vados sanguineos vindos da regido periférica do
esqueleto. Esta etapa do desenvolvimento é em parte orquestrada por VEGF e
metaloproteinases, como a MMP9/Gelatinase B. Além desta funcédo o VEGF também
€ responsavel por recrutar os osteoclastos, que sdo originados em compartimentos

hematopoiéticos.

Ao passo que ocorre difusdo vascular, os condrécitos hipertroficos sofrem apoptose
dando lugar aos osteblastos, que assim como o0s condrdcitos sdo originados de
precursores mesenquimais, sao eles que passam a depositar colageno tipo | que é o

maior constituinte da matriz extracelular 6ssea.

A partir dai os condrdcitos sdo restritos a zonas como a placa de crescimento que

juntamente com os osteoblastos regem o crescimento osseo longitudinal.

Mesmo com todo este processo de ossificacdo, algumas partes do esqueleto nao
nunca sofrem ossificacdo e apresentam apenas condrécitos nao hipertréficos, como

€ 0 caso da cartilagem costocondral das costelas.

Todo esse processo descrito anteriormente é denominado ossificacao endocondral.
Porém existe também o processo de ossifiacdo intramembranosa que ocorre nos
0ssos do cranio e da clavicula. Tal mecanismo € devido a diferenciacdo das células
mesenquimais diretamente em osteoblastos, pulando assim a formacédo dos
condrécito (WAGNER and KARSENTY, 2001).

1.7.2 Os trés principais tipos celulares

Como visto anteriormente, os principais tipos celulares que compdem 0S 0SSOS:
osteoblastos, ostedcitos e osteoblastos. Com a fase do desenvolvimento finalizada,

tais células apresentam func¢des que acompanham o individuos ao longo da vida.
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Os osteoblastos sao células derivadas de células-tronco mesenquimais pluripotentes
indiferenciadas. Eles s&o responsaveis pela formacdo Ossea, sintetizando e
secretando a matriz organica do osso, sendo também o0s responsaveis pelo
armazenamento de minerais e o revestimento de grande parte das superficies 6sseas
(DATTA et al., 2018).

Os ostedcitos surgem a partir de alguns osteoblastos que sofrem diferenciagéo, e que
por sua vez param de produr matriz organica. Eles entdo passam a ser encapsulados
dentro de lacunas de ostedides em camadas concéntricas. Este novo tipo celular
entdo se interconetcam por processos dentriticos por meio de canaliculos lateral e
internamente ao 0sso, possibilitando assim sua participacdo no revestimento 0sseo
(RIANCHO, 2011; ALLGROVE and SHAW, 2009). Além disso, os ostedcitos
presentes na matriz 6ssea regulam parcialmente a ativacdo da remodelacdo 6ssea
guando respondem a estimulos bioguimicos ao ser detectado estresse mecanico
sobre 0 0sso (BARBALHO et al., 2019; DATTA et al., 2018; PEREZ-SAYANS et al.,
2010).

Os osteoclastos sdo grandes células multinucleadas encontrados em torno das
superficies 6sseas que estdo em precesso de reabsorcao. Seus precursores partilham
a mesma linhagem hematopoiética que os macréfagos (ALLGROVE and SHAW,
2009). A funcéo dos osteoclastos € reabsorver o tecido 6sseo. Eles secretam ions
hidrogénio, colagenases e hidrolases. Tais enzimas, que sdo expressas nesse tipo,
celular carreiam a secrecao de HCL para digerir a matriz mineral 6ssea e dissolver os
cristais de célcio presentes na parte inorganica do osso. (PEREZ-SAYANS et al.,
2010; WAGNER and KARSENTY, 2001; RIANCHO, 2011)

Mediante as informacdes acima, é perceptivel que os osteoblastos tém a fungéo de
formacao 0ssea e 0s osteoclastos de reabsorcdo do mesmo. Estes dois tipos celulares
trabalham de forma coordenada para promover a remodelagem, o crescimento e
reparo 0sseo. Para que estas trés funcdes sejam realizadas de forma coordenada é
necessario que o funcionamento de cada tipo celular seja realizado de forma correta
(DATTA et al., 2018).
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1.7.3 A composicéao histoldgica

Na composi¢cdo esquelética encontram-se 0s 0sSsos longos e 0s 0ssos chatos.
Histologicamente, pode-se dividir os 0ssos em cortical ou compacto com a estrutura
densa e ordenada e 0s 0SS0OS esponjosos ou trabeculares com estrutura irregular e
menos compacta (ALLGROVE; SHAW, 2009).

Pode-se encontrar o cortical nas hastes de 0ssos longos e na superficie de 0ssos
planos. Este tipo 0sseo se organiza de forma concéntrica ao redor dos canais do
sistema Haversiano (dentro de cada camada contém ostedcitos). Além disso, em sua
composicdo também sdo encontrados vasos sanguineos, linfaticos, nervos e tecido
conjuntivo (ALLGROVE; SHAW, 2009; DATTA et al., 2018).

Os ossos trabeculares formam as extremidades de 0ssos longos e o interior de partes
dos ossos chatos. Ele tem aparéncia de favo de mel por apresentar conexdes entre
placas e barras denominadas trabéculas que estdo alinhadas a linhas de tenséo que

proporcionam um aumento consideravel de sua forca (DATTA et al., 2018).

Além da estrutura 6ssea, outro componente importante séo as fibras de colageno que
estdo dispostas em uma orientacdo que proporciona a formacao do osso lamelar,
onde no osso trabecular elas encontram-se paralelas umas as outras e no cortical
organizam-se de forma concéntrica (DATTA et al., 2018; RIANCHO; DELGADO-
CALLE, 2011).

Geralmente os o0ssos tem uma cavidade medular que sdo o0ssos trabeculares
sobrepostos a uma camada de 0sso cortical, sendo esta Ultima apresentando uma
camada de membrana denominada periésteo que por sua vez tem duas camadas: (1)
camada fibrosa externa e (2) camada externa com potencial osteogénico e onde o
processo de aposicéo periosteal ocorre. O cortex por sua vez também apresenta uma
camada interna conhecida como enddsteo que € por onde 0 0SSO apresenta uma
tendéncia de sofrer reabsorgdo. Os osteoclastos e os osteoblastos estédo presentes
no endodsteo e no peridsteo onde trabalham coordenadamente para promover a

remodelacéo, crescimento e reparo 0sseo (DATTA et al., 2018).



34

1.7.4 A remodelacdo 0ssea

O tecido Gsseo é fortemente calcificado, porém ndo um tecido inerte. Ele passa por
um processo continuo de remodelacgéo (figura 5). Tal processo permite que em torno
de 10% do esqueleto seja renovado por ano (ALLGROVE; SHAW, 2009; RIANCHO;
DELGADO-CALLE, 2011).

A remodelacdo 6ssea dura em torno de 3-6 meses e inicia-se com estimulos
mecanicos ou quimicos, apos o estimulo a superficie 6ssea é retraida, a membrana
subjacente é removida por i,a metaloproteinase. Em seguida os osteoclastos séo
recrutados para a superficie 6ssea em questdo e ali fundem-se e tornam-se
multinucleados tornando-se ativos e digerindo 0 0SS0 que se encontra abaixo dele.
Apés este processo osteoblastos sdo recrutados para promover a reposicdo na
cavidade formada. Eles por sua vez formam ostedides que em seguida sao
calcificados. Este processo é essencial para a manutencéo das funcdes normais do
esqueleto (DATTA et al., 2018; ALLGROVE; SHAW, 2009; RIANCHO; DELGADO-
CALLE, 2011).

E por este motivo viu-se a importancia de estudo de substancias que possam auxiliar

no processo de remodelacéo éssea.
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Figura 5: Fases da remodelagdo 0ssea e seus componentes (FENG; MCDONALD, 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o padrao de mutagcOes da Osteogenesis Imperfecta de pacientes do estado
do Espirito Santo/Brasil e verificar se substancias antioxidantes sdo capazes de
promover acdes benéficas relacionadas a melhora da proliferacdo celular em cultura

de células tronco.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o padrao de mutacdes de pacientes com Osteogenese Imperfeita

do estado do Espirito Santo/Brasil.

e Avaliar se as células obtidas de tecido adiposo possuem a plasticidade de

células tronco mesenquimais;

e Avaliar se os antioxidantes selecionados possuem grau de toxidade nas

culturas de células tronco mesenquimais comprometendo a valibilidade celular;

e Avaliar se os antioxidantes selecionados estimulam a proliferacédo celular nas

culturas de células tronco mesenquimais;
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4 MATERIAL E METODO
4.1 AMOSTRAS

Para o estudo de caracterizacao do padrao de mutacdes de Osteogenesis Imperfecta
foram coletados sangue periférico e dados clinicos de pacientes atendidos no Hospital
Infantil Estadual Nossa Senhora da Gléria (HINSG), Vitéria/ES, centro de referéncia
em tratamento para Osteogenesis Imperfecta. Foram coletados 10 mL de sangue
periférico de 29 pacientes ndo consanguineos e 100 controles normais (individuos que
nao apresentavam sintomas de Ol) para extracdo de DNA e investigacdo das

mutacdes relacionadas a Ol.

Para o estudo de antioxidantes foram coletadas amostras de tecido adiposo obtidas
de cirurgias ortopédicas com indicagdo médica prévia sem que houvesse prejuizo ao
paciente de 94 individuos atendidos no Hospital Infantil Estadual Nossa Senhora da
Gldria (HINSG), Vitéria/ES. Por deficiéncia na infrainstrutura de armazenamento das
amostras e/ou contaminacao das culturas foram perdidas amostras de 93 individuos.
Foi utilizada uma amostra controle (individuos que néo tinham sintomas clinicos de
Ol). As amostras foram coletadas com materiais adequados e por profissionais
qualificados do Hospital Infantii Estadual Nossa Senhora da Gloria (HINSG),
Vitéria/ES. A execucdo dos experimentos foi realizada no Nucleo de Genética
Humana e Molecular (NGHM/ UFES).

Somente foram incluidos na pesquisa os individuos que concordaram em participar
do estudo por meio de termo de consentimento de livre e esclarecido e termo de
consentimento. Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa com

seres humanos sob o numero do parecer CAAE: 2.171.595.

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA CARACTERIZACAO DE
MUTACOES

O Delineamento experimental da pesquisa sobre caracterizacdo de mutacbes
envolveu coleta de sangue periférico, extracdo de DNA e analise de mutacdes. As
amostras foram inicialmente estudadas por triagem de mutac¢des por meio da técnica

de polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP) para os genes COL1Al,
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COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINH1, SERPPINF1 e FKBP10. Pacientes sem
diagndstico molecular conclusivo foram posteriormente reavaliados por um painel de
NGS contendo os genes COL1Al, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINHI1,
FKBP10 e SP7. Na etapa final da pesquisa, pacientes sem diagnostico conclusivo
foram analisados para os genes WNT1 e IFITM5 por sequenciamento de Sanger.
Todas as mutacOes identificadas foram validadas por sequenciamento direto de

Sanger.

4.2.1 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA a partir de sangue periférico foi seguido o seguinte
protocolo: o DNA foi extraido de 5mL de sangue periférico de acordo com o
protocolo de Miller et al., 1988.

4.2.2 Amplificacdo do DNA

Os exons dos genes estudados foram amplificados pela técnica de polymerase chain
reaction (PCR), utilizando primers gerados pelo programa Primer3. As reacles de
PCR de cada exon foram padronizadas em termociclador. Pelas técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida, verificou-se o sucesso da padronizacdo da
reacao de cada exon. O gel de poliacrilamida 7% foi submetido a 250V, por cerca de
2 horas. O resultado em gel de poliacrilamida foi visualizado pela técnica de coloracdo
por nitrato de prata. O objetivo da técnica era confirmacao da presenca de uma Unica

banda do tamanho esperado.

4.2.3 Next Generation Sequencing

Para o Next Generation Sequencing (NGS) foram utilizados 5uL de DNA a 100 ug/uL
dos pacientes. A plataforma de captura de genes utilizada continha 460 genes nos
quais estavam incluidos os genes COL1Al1l, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB,
SERPINH1, FKBP10 e SP7 relacionados com Osteogénese Imperfeita.

A partir do DNA dos pacientes foi feito o preparo das bibliotecas customizadas no

painel Nextera — lllumina. Apds a amplificacdo da biblioteca, a mesma foi validada por
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meio de dois métodos utilizados para quantificar e verificar o tamanho da biblioteca.
Primeiro foi feito por Bioanalyzer com o Kit High Sensivity DNA kit e posteriormente
por Q-PCR com o kit KAPA Library Quantification Kit no equipamento Real Time
LighCycler da Roche, conforme recomendado pelo proprio fabricante.

Validadas as amostras 0 sequenciamento se deu através do equipamento MiSeq
lllumina que apresentava 600 ciclos (2x300) e cobertura média de 120X para as 22

amostras.

No que se refere a analise de dados, para encontrar SNPs e indels foi utilizado o BWA
para realizar o alinhamento das sequéncias e para o realinhamento das mesmas

utilizou-se o Picard e o GATK para gerar a lista de SNPs.

Como controles foram utilizados dados genéticos de individuos fornecidos pelo grupo
colaborador da Universidade de Sao Paulo (USP).

Apds a andlise das amostras, quando encontradas alteracGes preditas como

patogénicas, tais amostras eram validadas por meio do Sequenciamento de Sanger.

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o laboratério de Genética do
Desenvolvimento e o0 Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo com a técnica
Meire Aguena sob a supervisao das professoras Maria Rita Passos-Bueno e Mayana
Zatz.

4.2.4 Purificagdo, sequenciamento e analise dos resultados

As amostras alteradas em gel foram purificadas com a enzima de purificacéo illustra
ExoProStar 1-Step da GE Healthcare Life Sciences de acordo com as especificacdes
do fabricante. As reacdes de sequenciamento foram conduzidas com o BigDYE
Terminator KIT APPLIED BIOSYSTEMS, de acordo com as especificacbes do
fabricante. O produto de PCR pré-sequenciamento foi precipitado pela técnica de
Isopropanol/Etanol. Os fragmentos alterados foram sequenciados no sequenciador
automatico ABI PRISM® 3130XL GeneticAnalyzer /HITACHI, no Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo (trabalho em colaboragdo) e os resultados foram
comparados as sequéncias referéncias disponiveis on-line

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.3 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS PARA AVALIACAO DOS ANTIOXIDANTES

O delineamento experimental da pesquisa sobre avaliacdo de antioxidantes em
cultura envolveu coleta de tecido adiposo e estabelecimento da cultura celular para
obtengcdo de células-tronco mesenquimais. Para confirmacdo de que as culturas
apresentavam células-tronco mesenquimais uma aliquota de células de cada cultura
estabelecida foi diferenciada em células dos tecidos 6sseo, adiposo e conjuntivo,
experimento realizado em triplicata para cada cultura diferenciada. Foram utilizadas
coloragfes especificas para confirmar que estas culturas apresentavam células com
caracteristicas destes trés tecidos. Posteriormente, as culturas iniciais de células-
tronco mesenquimais foram tratadas em triplicatas com os antioxidantes Resveratrol
Sigma Aldrich®, Acido Ascorbico Sigma Aldrich® e Curcumina Sigma Aldrich® em
concentragbes diferentes. As células tronco tratadas foram avaliadas quanto a

viabilidade celular por meio da técnica de MTT.

4.3.1 Processamento do tecido adiposo para estabelecimento de cultura celular

Para a preparacédo e o desenvolvimento da cultura de células a partir de um fragmento
do tecido adiposo foi utilizado o protocolo de Zuk et al., 2002. O fragmento de tecido
adiposo coletado foi lavado extensivamente com tampéao, phosphate-buffered saline
(PBS). Apds essa etapa o tecido foi fragmentado logo apds forom incubadas overnight
por 37°C/5% CO2 em meio contendo 89% DMEM, 10% Soro fetal Bovino (SFB), 1%
de antibidticos e antimicéticos. Apos realizada a cultura primaria a partir do tecido
coletado, as células foram expandidas, utilizando as mesmas condi¢cbes citadas

anteriormente.

Estabelecida a cultura celular foram realizadas as demais etapas da pesquisa. Para
confirmar que a cultura obtida continha células-tronco mesenquimais, foram
realizadas diferenciacbes em células dos tecidos 6sseo, adiposo e conjuntivo em

triplicatas em uma aliquota das culturas, conforme descrito a seguir.

4.3.2 Diferencia¢cdo osteogénica
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As linhagens celulares foram semeadas numa densidade de 500 células/poco em
placas 35x10mm. Para cada linhagem foram realizadas 3 repeticdes. As células foram
cultivadas utilizando-se o0 meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 0,2 mM de &cido
ascoérbico 107®M de dexametasona e 10mM de glicerolfosfato. A cultura foi mantida
por 3 semanas, renovando-se 0 meio a cada 3 dias. ApOs este periodo as células

foram fixadas com formaldeido 10% e coradas com Vermelho de Alizarina.

4.3.3 Diferenciagcédo adipogénica

A diferenciacdo adipogénica foi realizada com o StemPro™ Adipogenesis
Differentiation Kit Gibco™, seguindo as orientagdes do fabricante. Para tanto foram
plagueadas 5.000 células/poco em triplicada mais um poco de controle da
diferenciagdo em uma placa de 24 wells. Atingida a confluéncia de 60-80% iniciou-se
a diferenciacdo, sendo o controle da diferenciagdo mantido com meio de cultivo
padrdo. O meio foi trocado a cada 3 dias durante 7 a 14 dias. Apos este periodo foram
retirados os meios de cultivo e diferenciacdo e as células lavadas com PBS 1X e

fixadas com fomaldeido 10% e coradas com QOil Red.

4.3.4 Diferenciacédo condrogénica

A diferenciagdo condrogénica foi realizada com o StemPro™ Chondrogenesis
Differentiation Kit Gibco™, seguindo as orientagbes do fabricante. Para tanto foi
realizada a diferenciacéo a partir de cultura de micromasas, onde foi necessario obter
1,6 x 107 por mL. Para esta metodologia foram feitas 3 gotas de 5uL em cada well em
triplicata mais um well para controle da diferenciagcdo em uma placa de 24 wells. Ao
término do plagueamento, as células foram levadas a incubadora por volta de 2 horas
para que a micromassa fosse fixada. Apos este periodo foi adicionado o meio de
diferenciacao na triplicata, sendo o controle da diferenciagdo mantido com meio de
cultivo padrao. As trocas dos meios foram realizadas a cada 3 dias em torno de 14
dias. ApOs este periodo as células foram fixadas com formaldeido 10% e coradas com

azul de toluidina.
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4.4 TRATAMENTO DAS CULTURAS A AGENTES ANTIOXIDANTES

Para a selecionar as melhores concentracbes de Resveratrol, Acido Ascoérbico e
Curcumina em cultura foram testadas trés concentragdes diferentes de cada um dos

antioxidantes.

Para o Resveratrol foram utilizadas as concentracbes de 12,5, 25 e 50 uM/mL. As
culturas foram tratadas com resveratrol por 72hs. Foi realizada a avaliacdo de
viabilidade celular apés 24hs, 48hs e 72hs de exposicéo.

As concentracdes de 10, 50, 100 pg/mL foram utilizadas para anélise do Acido
Ascorbico. As culturas foram tratadas por 72hs. Foi realizado o teste de viabilidade

celular apés 24hs, 48hs e 72hs de exposicéo ao Acido Ascorbico.

Para a Curcumina foram usadas as concentracdes de 0,3, 0,5 e 0,8uM/mL. As culturas
foram tratadas com este composto por 24hs. Em seguida o meio contendo tal
componente foi retirado e substituido por meio suplementado sem Curcumina. Logo

apos esta etapa foi realizada a avalia de viabilidade celular.

4.4.1 Avaliacéo da viabilidade celular pelo método colorimétrico por MTT

Esta metodologia, realizada primeiramente por Mosmann, 1983, é baseada na
metabolizacdo do MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]
Invitrogen™, pelas mitocondrias das células viaveis e auxilia na identificacdo de

compostos que provocam morte celular em cultura.

Foram plaqueadas 2.000 células/well para cada individuo estudado em trés placas de
96 wells com meio de cultivo em triplicatas. A metodologia de MTT foi realizada apos
tratamento das culturas com os antioxidantes da seguinte forma: foi removido o meio
de cultivo e o meio contendo os antioxidantes e adicionado 10uL de MTT mais 90uL
de meio F12 em cada well com células. A placa de cultura foi envolvida em papel
aluminio e incubada a 37°C por 4 horas. Apés a incubacdo o meio contendo MTT foi

removido e acrescentado 100uL de DMSO em cada well. A placa foi incubada
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novamente envolta em papel aluminio por uma hora. Apos este periodo a placa foi

submetida ao espectrofotdmetro em uma absorbancia de 570nm.

Feita a leitura, os dados foram trabalhados realizando-se as médias e porcentagens
das células viaveis para cada concentracdo dos antioxidantes pela seguinte formula
(%) = (Atratado X 100) Acontrole ONde Awatado € @ média da absorbancia de uma dada
concentracdo em que as ceélulas foram expostas e Acontrole € @ média da absorbancia

das células mantidas somente com meio suplementado sem antioxidante.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO 1

Artigo referente ao topico sobre caracterizacao do padrdo de mutacdes da Ol em pacientes do ES. Este artigo foi publicado na
revista Genetics and Molecular Biology (GMB) que possui Qualis B1 segundo classificacdo da Capes e Fator de Impacto 2.584.
Segue o artigo na integra.
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Abstract

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a heterogeneous genetic disorder characterized by bone fragility and fracture. Mu-
tations in 20 distinct genes can cause Ol, and therefore, the genetic diagnosis of Ol is frequently difficult to obtain be-
cause of the great number of genes that can be related with this disease. Studies that report the most frequently
mutated genes in Ol patients can help to improve molecular strategies for diagnosis of the disease. In order to char-
acterize the mutation profile of Ol in Brazilian patients, we analyzed 30 unrelated patients through SSCP screening,
NGS gene panel, and/or Sanger sequencing for the 11 most frequently mutated genes in the database of mutations,
including COL1A1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, SP7, WNT1 and IFITM5. Dis-

ease-causing variants were identified in COL1A1, COL1A2, FKBP10, P3H1, and IFITM5. A total of 28 distinct muta-
tions were identified, including seven novel changes. Our data show that the analysis of these five genes is able to
detect at least 95% of causative mutations in Ol disorder from Brazilian population. However, it has to be taken into
considerations that distinct populations can have different frequencies of disease-causing variants. Hence, it is im-

portant to replicate this study in other groups.

Keywords: NGS gene panel, COL1A1/COL1A2 genes, FKBP10 gene, P3H1 gene, IFITM5 gene.

Received: February 9, 2018; Accepted: October 3, 2018.

Introduction

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a heterogeneous
group of connective tissue syndromes characterized by ab-
normal bone fragility that leads to fractures and skeletal de-
formities. The prevalence of Ol is estimated to be 1/15,000
(Folkestad et al., 2016). Because of its wide clinical vari-
ability, patients can also develop short stature, dentino-
genesis imperfecta, blue sclera and hearing loss (van Dijk et
al., 2010). The phenotypic spectrum of Ol may overlap with
other skeletal diseases, which makes the establishmentof a
precise diagnosis based on clinical, radiological and genetic
investigations extremely difficult. Based on clinical
diagnosis, including pre- and postnatal severity of bone fra-
gility, the traditional classification distinguishes four phe-
notypic groups (Ol types | to 1V). Ol type | is the mildest
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de Ciéncias Humanas e Naturais, Universidade Federal doEspirito
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phenotype, Ol type Il is lethal in the neonatal period, Ol type
Il is the most severe form compatible with postnatal
survival, and Ol type IV represents a moderate form of se-
verity (Sillence et al., 1979). However, an expanded classi-
fication has been suggested based on the phenotype and the
mutated gene (Marini et al., 2017).

Ol-like syndromes with a dominant or recessive pat-tern of
inheritance can be associated with at least twenty genes
(Dalgleish, 1997,1998; Kang et al., 2017) . A large fre-quency
of Ol cases that segregate in an autosomal dominantpattern
are due to heterozygous mutations in the structural genes
coding for the two procollagen chains, COL1A1 (OMIM
120150) and COL1A2 (OMIM 120160), that form

type | collagen structure, the main protein of bone, tendons
and cartilage (Van Dijk et al., 2010). In addition, mutationsin
IFITM5 (OMIM 614757), the gene encoding BRIL, a
transmembrane protein enriched in osteoblasts during min-
eralization, are less frequent but are also related (Cho et al.,
2012; Semler et al., 2012; Hanagata, 2016). Mutations in the
P4HB gene (OMIM 176790) were also reported causing Ol
with an autosomal dominant inheritance (Rauch et al.,
2015).
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Those individuals who do not have a mutation in one
of the structural collagen genes might carry mutations in
genes with an autosomal recessive pattern. The number of
genes discovered that may lead to recessive phenotypes have
increased dramatically (Kang et al., 2017; Marini et al.,
2017) . Among them are the following: CRTAP (OMIM
605497), P3H1 (OMIM 610339), PPIB (OMIM 123841),
SERPINH1 (OMIM 600943), FKBP10 (OMIM 607063),
SERPINF1 (OMIM 172860), SP7/0SX (OMIM 606633),
PLOD2 (OMIM 609220), BMP1 (OMIM 614856),
TMEM38B (OMIM 615066), WNT1 (OMIM 615220),
CREB3L1 (OMIM 616229), SPARC (OMIM 616507),
MBTPS2 (OMIM 300294), SEC24D (OMIM 607186). Mu-
tations in these genes can cause abnormal collagen post-
translational modification, collagen processing and cros-
slinking modification, bone mineralization, or osteoblast
differentiation and function (Marini et al., 2017). Recently,
an X-linked gene, the PLS3 (OMIM 300131), was includedin
the Ol variant database (Dalgleish, 1997,1998).

According to the best practice guidelines for labora-
tory diagnosis of Ol, Sanger sequencing of relevant genes is
the gold standard (van Dijk et al., 2012). Given the large
number of suspected genes linked to Ol and its phenotypic
heterogeneity, Sanger sequencing of various genes might
increase the sensitivity of molecular diagnosis of a disease.
However, the procedure is not only expensive but also labo-
rious and very time-consuming. The emergence of new
technologies for high-throughput capture and the possibil-
ity of including all causative-Ol genes in a sequencing panel
has made next-generation sequencing (NGS) one of the most
promising techniques for molecular diagnostic purposes
(Sule et al., 2013; Arvai et al., 2016).

Herein, we present the results of the analysis of 30 in-
dividuals with typical Ol phenotype from the Brazilian
population through single strand conformation polymor-
phism (SSCP) screening, NGS gene panel, and Sanger se-
quencing for the COL1A1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB,
SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, SP7, WNT1 and IFITM5
genes.

Material and Methods

Subjects

A total of 30 patients with clinical and radiological di-
agnoses of Ol were included in this study. All patients were
selected from Hospital Estadual Infantil Nossa Senhora da
Gloria (HINSG), Vitoria, ES, in southeastern Brazil, with
approval by its Ethics Committee. In most of the cases we
could not collect DNA samples from other family mem-
bers. The participants of this study were recruited from 2006
to 2012. All participants gave informed consent to
participate in this study. Fifteen patients previously de-
scribed by our group (Barbirato et al., 2009, 2015, 2016;
Moraes et al., 2012) were re-analyzed in this study.
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Mutational analysis

The Osteogenesis Imperfecta Variant Database con-
tains a compilation of genetic variants from 20 Ol-related
genes (Dalgleish, 1997, 1998). In the present work, we se-
lected the COL1Al1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB,
SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, SP7, WNT1 and IFITM5
genes. We chose these as they were reported as being the
most prevalent with causative-Ol mutations (Dalgleish, 1997,
1998).

DNA samples were collected from peripheral blood and
extracted using the Miller et al. (1988) protocol. PCR of
exons and exon/intron boundaries was performed in genomic
DNA followed by single strand conformationpolymorphism
(SSCP) screening on polyacrylamide gel and Sanger
sequencing of abnormal fragments for the anal-ysis of the
COL1A1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINHLI,
SERPINF1 and FKBP10 genes until 2013. Asthe NGS gene
panel can detect genetic variations with higher sensitivity
than SSCP screening, we re-analyzed pa-tients for whom the
molecular diagnosis was not conclusiveby May 2015 through
an NGS panel that contained the COL1A1, COL1A2, P3H1,
CRTAP, PPIB, SERPINH1, FKBP10 and SP7 genes. After
July 2015, patients withoutconclusive molecular results were
analyzed through directSanger sequencing for the WNT1 and
IFITM5 genes.

For SSCP screening, all exons of analyzed genes and
their flanking regions were screened using 5-7% acryl- amide
gels and the commercial version MDE® Mutation Detection
Enhancement Gel (Lonza Group Ltd., USA) to improve
sensitivity. Fragments with abnormal patterns on SSCP gels
were analyzed after silver staining, and Sanger sequencing
was performed in an ABI PRISM® 3100 Ge- netic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). The primers used for the
COL1A1 gene were previously described by Korkko et al.
(1998); those used for P3H1, CRTAP and PPIB were reported
by Barbirato et al. (2015). The primers for COL1A2,
SERPINF1, SERPINH1, FKBP10, WNT1 and
IFITM5 are described in the Tables S1-S6.

For the NGS gene panel, we used a customized panel
that analyzed segments of exons for the COL1A1, COL1A2,
P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINH1, FKBP10 and SP7 genes.
This analysis was performed with a NEXTERA Kit(Illumina,
USA), which was used to prepare the sample li-brary and to
capture genes. A total of 10 ng DNA/sample was used for the
target enrichment step. For quantificationof the samples and
to verify the length of the library, we used the High
Sensitivity DNA kit in an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, USA). Quantitative PCR was performed by
means of the KAPA Library Quan-tification Kit in a Real
Time LightCycler® System (Roche, DE). The captured
libraries were sequenced with a MiSeqSequencer (Illumina,
USA).

NGS sequence reads were aligned to the human refer-
ence genome (hgl9, GRCh37) with the Burrows-Wheeler
Aligner (BWA, version 0.6.1) (Li and Durbin, 2009). To
verify single-nucleotide variant (SNV) substitutions and
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small indels (INDELS), variants were called with SAM tools
(version 0.1.18), Picard tools (version 1.60) and Ge- nome
Analysis Toolkit (GATK, version 1.5.21) (Li et al., 2009;
McKenna et al., 2010). Genotypes were called at all
positions with high-quality sequence bases and filtered to
retain SNVs and insertion-deletions with Phred-like quality
scores of at least 20.

The pipeline used in NGS gene panel for the analysis
of the variants used the following filters: minor allele fre-
quency in 1000 genomes < 0.001 (MAF_1000G < 0.001);
eliminated variants 3 annotated as downstream/ upstream/
intergenic/ within non-coding genes; not in dbSNP; mini-
mum coverage 30 reads (DP>30) and, predicted as patho-
genic by more than one prediction program (Shift +Poly-
phen).

Sanger sequencing validated all mutations identified
by NGS gene panel and SSCP screening.

Results

This study comprised a total of 30 unrelated Ol pa-
tients (16 males, 14 females), based on clinical and radio-
logical diagnosis. A severe phenotype was observed in 37%of
the patients (11/30), a moderate in 23% (7/30), and a mild
one in 40% (12/30) of the total. Lethal Ol cases werenot
included in this work. Isolated Ol patients accounted for67%
(20/30) of the sample. Additionally, positive familialhistory
was reported by 30% (9/30) of the patients. There were
affected members in more than one generation ac- cording
to the autosomal dominant pattern of inheritance ineight
distinct families. We observed one family (P.26) thatonly
reported affected siblings, suggesting an autosomal re-
cessive pattern. The assessment of familial history was not
available for patient P.11. Only one patient (P.2) reported
consanguinity of her parents.

Disease-causing variants were identified in 97%
(29/30) of the study patients. The initial SSCP screening and
Sanger sequencing allowed the detection of mutationsin 11
patients (seven mutations in the COL1A1 gene, one change
in the COL1A2 gene, two genetic variants in the P3H1 gene,
and one mutation in the FKBP10 gene).

In the subsequent analysis, the NGS gene panel was
performed in 20 patients, including 18 patients for whom
mutations were not identified and in two whose the results
were not conclusive in the previous analysis. The NGS gene
panel allowed the identification of mutations in 17 pa-tients
(seven pathogenic changes in the COL1ALl gene, eight
mutations in the COL1A2 gene, pathogenic variants intwo
patients in FKBP10 gene). The NGS gene panel also al-lowed
the confirmation of a likely pathogenic P3H1 gene variant
previously detected by SSCP in heterozygosity in patient
P.26. This gene was related to a recessive Ol pat- tern, but
the second mutation in this patient was not identi- fied,
neither by SSCP nor by the NGS gene panel. Sanger
sequencing for the IFITM5 gene identified a mutation in
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one of the patients. The causative Ol mutation was not de-
tected in patient P.30.

Overall, a total of 28 distinct mutations were identi-
fied, including seven novel changes. Two variants were re-
ported more than once in distinct families. The remaining 26
genetic variants were unique. In total, 14 mutations werefound
in the COL1AL gene, nine in the COL1A2 gene, andone in the
IFITM5 gene. Four mutations were detected in the FKBP10
gene. Two other unrelated patients carry muta-tions in the
P3H1 gene. No mutations were found in the CRTAP, PPIB,
SERPINF1, SERPINH1, WNT1 or SP7 genes in the studied
sample. The main results are listed in Table 1.

We also re-analyzed through NGS gene panel and
Sanger sequencing the status of seven genetic variants: i) the
€.1812C > T (p.Pro604=) synonymous variant in the P3H1
gene; ii) the ¢.1087A > G (p.Lys363Glu) missense change in
the P3H1 gene; iii) the ¢.558A > G (p.Alal86=)change in the
CRTAP gene; the two following changes present in the
FKBP10 gene: iv) the c.590A > G (p.Lys197Arg) missense
change; and v) ¢.1546G > A(p.Leu516Phe) variant; and the
two following changes in the SERPINF1 gene: vi) the c.18A
> G (p.Leu6=) synony-mous variation, and vii) c.21C > A
(p.Leu7=) change, pre- viously reported by our group
(Barbirato et al., 2015,2016). These variations were found in
patients P.1, P.10, P.11, P.24, and P.27 who carry pathogenic
known muta- tions (Table 1). The identification of these
known patho- genic mutations in patients who carry these
genetic variantssuggests that these changes are rare non-
pathogenic vari- ants.

Discussion

Inour study, we analyzed 30 unrelated Ol patients forthe
COL1Al1, COL1A2, P3H1, CRTAP, PPIB, SERPINHI,
SERPINF1, FKBP10, SP7, WNT1 and IFITM5 genes
through SSCP screening, NGS gene panel and Sanger se-
quencing. We identified pathogenic mutations in 97% of the
sample, including seven novel changes. Eighty per centof
causative Ol mutations were detected in genes related to
autosomal dominant Ol (COL1A1, COL1A2 and IFITM5
genes) and 17% in genes involved in autosomal recessive Ol
forms (P3H1 or FKBP10 genes). Because there are dif-ferent
genes related to Ol, and there is a lack of hotspots ofmutations
in most populations, knowledge about the pri- marily mutated
genes that cause Ol in specific populationscan improve the
strategies of genetic diagnosis for this dis-ease.

In the present work, the study of the COL1A1, COL1A2,
P3H1, FKBP10 and IFITM5 genes, selectedfrom among 20
other distinct genes that can cause Ol, al- lowed the detection
of genetic changes in at least 95% of our subjects, providing
supporting to the hypothesis that these genes contain most of
the mutations found among Olpatients. We failed to identify
mutations in one patient.



Table 1 - Genetic variations found in Osteogenesis Imperfecta patients.

Patient Gene Exon/Intron  Mutation Mutation (protein) Mutation type  Zygosity Ol phenotype Familial Novel Mutation detec-tion Ol type
(cDNA) technique
p.1 COL1A1 Exon8 c.608G>T p.Gly203Val Missense Heterozygous severe No No NGS 1l
p.2 COL1A1 Exon13 c.887G>T p.Gly296Val Missense Heterozygous mild Yes Yes NGS |
P.3 COL1A1 Intron 16 €.1056+1G > A Splice Site Splicing Heterozygous moderate No No SSCP v
P.4 COL1A1  Exon17 c.1138G>T p.Gly380Cys Missense Heterozygous mild Yes No SSCP |
P.5 COL1A1 Exon18 c.1165G>T p.Gly389Cys Missense Heterozygous moderate No No NGS v
P.6 COL1A1 Intron 27 c.1875+1G > C Splice Site Splicing Heterozygous severe No No SSCP 1l
p.7 COL1A1  Exon 32 c.2165G>C p.Gly722Ala Missense Heterozygous mild No Yes NGS |
P.8 COL1A1  Exon 37 €.2523delT p.(Gly842Alafs*266)  Frameshift Heterozygous mild Yes No NGS |
P.9 COL1A1  Intron 37 €.2559+1G > A Splice Site Splicing Heterozygous mild Yes No SSCP |
P.10 COL1A1 Exon40 €.2750delG p.(Gly917Aspfs*191)  Frameshift Heterozygous severe Yes Yes SSCP 1l
P.11  COL1A1 Exon44 c.3162delT p.(Gly1055Alafs*53)  Frameshift Heterozygous mild N/A No NGS |
P.12  COL1A1 Exon45 €.3235G > A p.Gly1079Ser Missense Heterozygous mild Yes No SSCP |
P.13  COL1A1 Exon45 €.3235G > A p.Gly1079Ser Missense Heterozygous mild Yes No NGS |
P.14  COL1A1 Exon45 €.3239delC p.(Pro1080Leufs*28)  Frameshift Heterozygous severe No Yes SSCP 1l
P.15 COL1A2 Intron 14 €.693+2T >C  Splice Site Splicing Heterozygous moderate No No NGS v
P.16 COL1A2 Exon 16 c.739G>C p.Gly247Arg Missense Heterozygous moderate No No SSCP \Y
P.17  COL1A2 Exon 34 €.2027G > A p.Gly676Asp Missense Heterozygous mild No No NGS |
P.18 COL1A2 Exon 38 €.2314G > A p.Gly772Ser Missense Heterozygous mild No No NGS |
P.19 COL1A2 Exon 38 €.2314G> A p.Gly772Ser Missense Heterozygous mild Yes No NGS |
P.20  COL1A2 Intron 40 €.2565+1G > A Splice Site Splicing Heterozygous moderate No No NGS v
P.21 COL1A2  Exon 40 €.2458G > A p.Gly820Ser Missense Heterozygous severe No No NGS I
P.22 COL1A2 Exon49 €.3278G > A p.Gly1093Asp Missense Heterozygous severe No No NGS 1
P.23  COL1A2 Exon49 €.3296G>C p.Gly1099Ala Missense Heterozygous severe No Yes NGS 1l
P.24 IFITM5 5UTR c.-14C>T p.Metlext-5 Start Codon Heterozygous severe No No Sanger S \%
P.25  P3H1 Intron 5 c.1080+1G >T Splice Site Splicing Homozygous severe No No SSCP VIII
P.26 P3H1 Exon 14 c.2024G>T p.Trp675Leu Missense Heterozygous severe Yes No SSCP/NGS Vil
p.27 FKBP10 Exonl c.21dupC p.Ser8GInfs*67 Frameshift Homozygous moderate No No NGS Xl
P.28 FKBP10  Exonl c.179A>C p.GIn60Pro Missense Heterozygous moderate No Yes NGS Xl
Intron 6 €.1063+2T >C Splice Site Splicing Heterozygous

P.29 FKBP10  Exon5 .831dupC p.Gly278Argfs*95 Frameshift Homozygous severe No No SSCP Xl
P.30 - - - - - - mild No - - -

N/A: Not available; NGS: next-generation sequencing gene panel; SSCP: single strand conformation polymorphism; Sanger S: Sanger sequencing
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This likely occurred because this patient may carry patho-
genic changes in a gene that was not analyzed in this study,or
because the pathogenic variant is in a regulatory regionthat
was not studied. When a causative Ol mutation cannotbe
identified among the many genes studied, other genes must
be analyzed to define the molecular diagnosis.

Bardai, et al. (2016), in a study from Canada that en-
rolled 598 Ol individuals, proposed the division of patients
into groups according to their phenotype to improve the
identification of causative-Ol mutations. In our sample,
when we divided the patients using this parameter, all pa-
tients with a mild spectrum, and in whom the mutation was
identified, showed mutations in the COL1A1/COL1A2
genes. Bardai et al. (2016), also showed that 77% of pa-
tients with a moderate/severe spectrum carry mutations in
the COL1A1/COL1A2 genes, 9% of the patients share ge-
netic changes in the IFITM5 gene, and 12% of the patients
carry mutations in genes related to a recessive Ol pattern.
The results of Bardai et al. (2016) suggest that the patho-
genic changes are found mainly in SERPINF1, CRTAP,
P3H1, WNT1 and FKBP10 genes among those related with
recessive Ol pattern. In our sample, we identified patho-
genic changes related with recessive pattern only in P3H1
and FKBP10 genes.

The majority of causative-Ol mutations identified
were in the COL1A1 gene, representing 47% (14/30) of all
variants detected in this study, followed by 30% (9/30) in
the COL1A2 gene, 10% (3/30) in the FKBP10 gene, 7% in
the P3H1 gene (2/30), and 3% (1/30) in the IFITM5 gene.
As reported in several works, 50% or more of the Ol pa-
tients carry changes in the COL1A1 gene, followed by the
COL1A2 gene (Zhang et al., 2012; Lindahl et al., 2015; Hoet
al., 2016). These works also described that most of the
pathogenic variants in the COL1A1/COL1A2 genes are
glycine substitutions. As expected, approximately 60% of
the COL1A1/COL1A2 mutations identified in our study
were glycine substitutions, while 40% of the patients carry
other types of genetic variations, including mainly changesto
splice sites and frameshift mutations.

Genes involved with recessive Ol forms of inheri-
tance that were previously reported by our group (Barbiratoet
al., 2015, 2016) were re-analyzed in this study. SSCP
screening allowed to find the P3H1 ¢.2024G > T
(p-Trp675Leu) change in heterozygous state in patient
P.26. The NGS gene panel confirmed the presence of this
variant in heterozygosity. Mutations in the P3H1 gene cause
Ol type VIII. In patient P.26, no other genetic changewas
found in any of the studied genes. The second patho- genic
change in this patient may be localized in a non- coding
region of the P3H1 gene, which was not analyzed inthis work.
However, as we did not find a second change, we cannot
exclude the fact that the causative-Ol mutation canbe in
another locus.

The use of the NGS gene panel allowed the identifica-
tion of two variants in patient P.28, these being the ¢.179A
> C (p.GIn60Pro) missense change (exon 1) and the
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€.1063+2T > C splicing site alteration (intron 6) in the
FKBP10 gene. Another change identified in the same gene
by NGS methodology was the ¢.21dupC homozygous mu-
tation detected in patient P.27. These three distinct muta-
tions in the FKBP10 gene are predicted to be pathogenic
changes, according to in silico tools of mutation prediction
present in the analysis of the NGS sequences. Mutations in
the FKBP10 gene cause Ol type XI.

The FKBP10 ¢.831dupC frameshift change and the
P3H1 ¢.1080+1G > T mutation, previously identified by our
group (Barbirato et al., 2015, 2016), are very well de- scribed
in the literature (Fratzl-Zelman et al., 2016; Caparros-Martin
et al., 2017). Therefore, they were re- analyzed only by
Sanger sequencing. These homozygous changes were
confirmed in patients P.29 and P.25, respec-tively. The P3H1
€.1080+1G > T change has a carrier fre- quency of
approximately 1/240 in the African American population.
This mutation in homozygous state usually re-sults in a
perinatal lethal form of Ol (Cabral et al., 2007). Insome
populations, the carrier frequency of this allele is rela-tively
high. As the carrier frequency in a population in- creases, the
frequency of infants with recessively inherited Ol due to
homozygosity for one allele increases, as demon-strated by
the homozygosity for P3H1 c. 1080+1G > T among West
Africans and the presence of founder muta- tions in other
distinct geographic endogamous groups (Pepin et al., 2013).
In our sample, this change was ob- served only once among
the 30 unrelated Ol patients. Thenumber of patients studied
for this rare change in our workis too small to infer their
approximate frequency in our pop-ulation.

The ¢.-14C > T change identified in one patient in our
sample is a recurrent mutation in the IFITM5 gene de-
scribed in the literature (Liu et al., 2016, Guan et al., 2017).
Bardai et al. (2016) found this mutation in 5% of the pa-
tients, and a very similar frequency was found in the pa-
tients from our sample. Mutations in the IFITM5 gene cause
Ol type V, as reported in patients with predisposition to
develop a hyperplastic callus after fractures or surgical
intervention (Semler et al., 2012). However, in our work the
clinical team did not identify these changes prior to the
genetic study.

The great number of techniques involving high-
throughput sequencing becomes a challenge when charac-
terizing the clinical status of variants with uncertain signifi-
cance (VUS). The characterization of different VUS among
distinct groups can aid in the interpretation of the clinical
spectrum of rare variants. In the present study, we re-
analyzed the following missense and synonymous VUS inthe
P3H1, CRTAP, FKBP10 and SERPINF1 genes: the P3H1
€.1812C > T (p.Pro604=) variant; the P3H1 ¢c.1087A > G
(p.Lys363Glu) change; the CRTAP ¢.558A > G (p.Alal86=)
change; the FKBP10 ¢.590A > G (p.Lys197Arg) missense
change; the FKBP10 ¢.1546G > A(p.Leu516Phe) variant; the
SERPINF1 c.18A > G (p.Leu6=) synonymous variation and
the SERPINF1 c.21C
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> A (p.Leu7=) change. These variants were previously re-  Conflict of interest

ported by Barbirato et al. (2015, 2016) using SSCP screen-
ing to analyze different causative Ol-genes. In our study,
we observed that these variations are present in patients
who carry pathogenic known mutations in other genes, sug-
gesting that these variants are non-pathogenic changes.
Barbirato et al. (2015, 2016) failed to detect the pathogenic
mutations in patients carrying these variants, probably, be-
cause of sensitivity and specificity limitations of the SSCP
screening.

The presence of high consanguinity or a founder ef-
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fect can change the prevalence of a disease among different
populations, as described by Bardai et al. (2016), who
found the majority of mutations to be in the SERPINF1 and
CRTAP genes among those who are related with a recessive
pattern. Minillo et al. (2014) also found the same
SERPINF1 gene mutation in two unrelated Brazilian fami-
lies, one of them with at least four generations of affected
patients and reporting high consanguinity, supporting the
hypothesis of a founder effect. In our study, mutations were
identified neither in the SERPINF1 or CRTAP, nor in the
PPIB, SERPINH1, WNT1 or SP7 genes, suggesting that
mutations in these genes are rare in the studied sample.

The identification of mutated genes and the differen-
tiation between dominant and recessive autosomal forms in
patients can provide the basis for accurate counseling re-
garding prognosis and reproductive purposes, allowing the
prevention of new cases of the disease in the population. In
this study, we analyzed 30 unrelated Ol patients for muta-
tions in the 11 most frequently mutated genes in the Ol mu-
tations database. Causative changes were found in 97% of
the patients. Among these, 47% were in the COL1A1 gene,
30% in the COL1A2 gene, 10% in the FKBP10 gene, 7% in
the P3H1 gene and 3% in the IFITM5 gene. In one patient
we found no disease-causing variants. The molecular diag-
nosis of Ol becomes extremely difficult due to the presence
of 20 distinct relevant genes. Hence, the study of the most
frequently mutated genes in Ol patients can help to improve
molecular strategies of diagnosis for the disease. Our data
show that the analysis of these five genes in Ol Brazilian
patients is able to detect at least 95% of the causative muta-
tions. Nonetheless, distinct populations can have different
frequencies of disease-causing variants, and hence, replica-
tion of this study in other groups is necessary for knowl-
edge about the profile of Ol mutations in distinct
communities.
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5.2 ARTIGO 2

Artigo referente ao topico sobre o estudo de antioxidantes no tratamento
complementar da OI. Este artigo estda em fase de elaboracdo para posterior
submissédo. Este artigo devera ser submetido para uma revista de impacto na &rea de

biotecnologia, segundo orientacdes da PPGBIOTEC.
TiTuLO

Investigacado de antioxidantes quanto a viabilidade celular em cultura de células-tronco
mesenquimais obtidas de tecido adiposo de pacientes com Osteogenese Imperfeita

RESUMO

A busca por compostos que auxiliam em tratamentos de doencas € um campo de
grande interesse da ciéncia e visa melhorar na qualidade de vida de pacientes
portadores de varias enfermidades. Os antioxidantes, compostos que frequentemente
agem em mecanismos moleculares envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacéo
0ssea e, possivelmente, na remodelagem 6ssea, sdo componentes em potencial para
estudo no tratamento de doencas. Contudo, € importante validar, por meio de
experimentos in vitro, seus efeitos em cultura celular. Nesta pesquisa foram
investigados os antioxidantes Resveratrol, Acido ascobico e Curcumina quanto aos
seus efeitos na viabiliade celular de amostras em cultura obtidas de pacientes com
ese Imperfeita. Foi observado aumento da proliferacdo celular em células tratadas
com resveratrol e com acido ascorbico e comprometimento da viabilidade celular de
amostras tratadas com curcumina. Estes resultados sugerem que 0S compostos
Resveratrol e Acido ascorbico sdo potenciais alvos no tratamento de doencas e
poderiam ser investigados quanto a sua potencialidade na melhora da mineralizagéo

Ossea de doencas do tecido 0sseo.

PALAVRAS CHAVE: Resveratrol, Acido ascorbico, Curcumina, MTT, proliferac&o

celular
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INTRODUGCAO

Antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos, que podem ser produzidos por
plantas e por alguns animais capazes de eliminar espécies reativas e seus derivados.
Eles podem inibir ou retardar oxidagcdo, sendo esta uma reagdo quimica que pode
gerar radicais livres que agem como danificadores celulares (KASOTE, 2015; SALEHI,
2018; HES, 2019).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de acao:
primarios, secundarios e desativadores de metais. Quanto a sua origem podem ser
diferenciados em enddgenos naturais enzimaticos e naturais ndo enzimaticos, sendo
gue o0s enzimaticos podem ser categorizados em sistema de defesa primario e
secundario; e os antioxidantes naturais de origem alimentar (exogenos) (HES, 2019;
PISOSCHI, 2016). Antioxidantes naturais sao fundamentais para 0 bom
funcionamento da defesa celular por este motivo viu-se a importancia do estudo de
alguns desses compostos atrelados ao desenvolvimento 6sseo. Trés deles sédo o

Resveratrol, Acido ascorbico e a Curcumina.

O Resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno; RES) € um fitoestrogénio polifendlico ndo
flavonoide que pode ser encontrado na natureza na composicao de plantas como uvas
vermelhas, amendoim, acai, pinheiros, mirtilos, framboesas, amoras, nozes, pistache,
cacau, algumas ervas medicinais asiaticas e também no vinho tinto (BITTERMAR,
2015; CHE, 2016; LEE, 2016; KO, 2017; ASIS, 2019; MURGIA, 2019; RAUT, 2019,
ZHOU, 2019). Dentre os efeitos benéficos deste polifenol estdo a melhoria na
atividade mitocondrial, protecdo contra a obesidade e doencas relacionadas a
obesidade, supressdo de inflamacdo e crescimento de células cancerigenas,
distarbios cognitivos, protecao contra disfuncéo cardiovascular e remodelacdo 0ssea
(BITTERMAR, 2015; CHE, 2016; LEE, 2016; KO, 2017; ASIS, 2019; MURGIA, 2019;
RAUT, 2019, ZHOU, 2019). Quanto ao metabolismo 6sseo, estudos demonstraram
que o resveratrol age no processo de remodelacéo 6ssea ao passo que pode auxiliar
na formacdo e atividade de osteoblastos ao mesmo tempo em que inibe a
diferenciacdo e a acao dos osteoclastos (CHE, 2016; LEE, 2016; BORSANI, 2018;
RAUT, 2019).
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O Acido L-Ascérbico (AA), também conhecido como vitamina C, é uma vitamina
solivel em agua que pode ser encontrada em frutas frescas e vegetais. Ele é um
micronutriente que participa da regulacdo do desenvolvimento, fungéo e manutengao
de vérios tipos celulares do corpo, atuando na regulacdo da biossintese do tecido
conjuntivo ou agindo como um agente antioxidante, ja que apresenta um alto poder
redutor (AGHAJANIAN, 2015; HART, 2015; YONG, 2018). A vitamina C € um
componente fundamental na sintese de colageno, seu papel se deve a sua acdo como
cofator, influenciando na funcdo da proteina do dominio da proli hidroxilase (PHD),
esta enzima hidroxila prolinas que sédo fundamentais na formacéo e conformacéo da
cadeia de colageno (AGHAJANIAN, 2015; DePhillipo, 2018). Por este motivo viu-se
que o AA é um modulador critico na producdo de coldgeno o que vai além de seu
efeito antioxidante (AGHAJANIAN, 2015). O AA apresenta acdo sobre varios tipos
celulares 6sseos. Ele atua positivamente na formacao de ossos trabeculares, pela sua
influéncia na expressao de genes da matriz 6ssea em osteoblastos (AGHAJANIAN,
2015). Niveis abaixo do normal de AA podem causar um disturbio 6sseo levando a
fraturas espontanea, crescimento 0sseo prejudicado e consolidacdo éssea
prejudicada (AGHAJANIAN 2015; LINDSEY, 2019). Além disso, pesquisas apontam
para a acdo do AA no aumento da sintese de colageno e na cicatrizacdo do tecido
musculoesquelético (DePHILLIPO, 2018). Por este motivo nota-se a importancia do

conhecimento dos mecanismos e vias reguladas pelo AA.

A Curcumina (CUR) € um composto natural polifendlico presente no rizoma da
curcuma (Curcuma longa). Ela possui em sua composicdo trés curcuminoides: 77%
de Curcumina, 17% de demetoxicurcumina e 3% de bisdemetoxicurcumina. Nos
altimos anos, estudos tem demonstrado que a CUR apresentou acdes terapéuticas e
atividades bioldgicas como a acdo anti-infecciosa, antioxidades, anti-inflamatoria,
tropossupressor, anti-artritico, quimiopreventivo e anticancerigeno. Além disso, a
Curcumina esta associada a protecdo ossea por inibir a osteoclastogénese afetando
diretamente no ciclo da remodelacédo 6ssea aumentando assim, a densidade mineral
e a microarquitetura 6ssea em estudos utilizando modelos animais e em pacientes
com osteoporose (ROHANIZADEH, DENG AND VERRON, 2016; AHMED et al. 2019;
LIANG et al., 2020).

Como os antioxidantes Resveratrol, Acido Ascérbico e Curcumina apresentam

indicios de participagdo em processo que auxiliam na remodelagdo 0ssea e seriam
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potenciais alvos para tratamento complementar de doencas do tecido désseo, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito destes compostos na viabilidade celular
de amostras de cultura de células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo de

pacientes com Osteogenese Imperfeita.

METODOLOGIA

O delineamento experimental desta pesquisa envolveu coleta de tecido adiposo e
estabelecimento de cultura celular. Diferenciacdo de uma aliquota das culturas em
células dos tecidos 6sseo, adiposo e conjuntivo, para confirmar a presenca de células-
tronco mesenquimais. Utilizac&o de coloracdes distintas para confirmar que as células
diferenciadas apresentavam caracteristicas tecido-especificas. Em seguida, as
culturas iniciais de células-tronco mesenquimais foram tratadas com os antioxidantes
Resveratrol Sigma Aldrich®, Acido Ascorbico Sigma Aldrich® e Curcumina Sigma

Aldrich® em diferentes concentracdes e avaliadas quanto a viabilidade celular.

Amostras

Foram coletadas amostras de tecido adiposo de dois pacientes com Ol e dois
individuos que ndo eram portadores de Ol no Hospital Infantil Estadual Nossa Senhora
da Gléria (HINSG), Vitéria/ES. As amostras de tecido adiposo foram obtidas em
cirurgias ortopédicas realizadas por indicagdo médica. As amostras foram coletadas
com materiais adequados e por profissionais qualificados. A execucdo dos
experimentos foi realizada no Nucleo de Genética Humana e Molecular (NGHM/
UFES). Os participantes da pesquisa ou seus representantes legais consentiram na
participacéo deste estudo por meio de assinatura do termo de consentimento de livre
e esclarecido. Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisas com
seres humanos sob o protocolo CAAE 2.171.595.

Processamento do tecido adiposo

Para a preparacao e o desenvolvimento da cultura de células a partir de um fragmento

do tecido adiposo foi utilizado o protocolo de Zuk 2001 et al., e Zuk et al., 2002 (13 e
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14). O fragmento de tecido adiposo coletado foi lavado extensivamente com tampéao,
phosphate-buffered saline (PBS). Apds essa etapa o tecido foi fragmentado logo apés
forom incubadas overnight por 37°C/5% CO2 em meio contendo 89% DMEM, 10%
Soro fetal Bovino (SFB), 1% de antibidticos e antimicéticos. Apés realizada a cultura
primaria a partir do tecido coletado, as células foram expandidas, utilizando as

mesmas condi¢cdes previamente citadas.

Diferenciac&o osteogénica

As linhagens celulares foram semeadas numa densidade de 500 células/poco em
placas 35x10mm e para cada linhagem foram realizadas 3 repeticdes. As células
foram cultivadas utilizando-se o meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 0,2 mM de acido
ascoérbico 107®M de dexametasona e 10mM de glicerolfosfato. A cultura foi mantida
por 3 semanas, renovando-se o meio a cada 3 dias. ApGs este periodo as células

foram fixadas com formaldeido 10% e coradas com Vermelho de Alizarina.
Diferenciagcéo adipogénica

A diferenciagcdo adipogénica foi realizada com o StemPro™ Adipogenesis
Differentiation Kit Gibco™, seguindo as orientagbes do fabricante. Para tanto foram
plagueadas 5.000 células/poco em triplicada mais um poco de controle da
diferenciacdo em uma placa de 24 wells. Atingida a confluéncia de 60-80% iniciou-se
a diferenciacdo, sendo o controle da diferenciacdo mantido com meio de cultivo
padrdo. O meio foi trocado a cada 3 dias durante 7 a 14 dias. Apoés este periodo foram
retirados os meios de cultivo e diferenciacdo e as células lavadas com PBS 1X e

fixadas com fomaldeido 10% e coradas com Oil Red.
Diferenciagdo condrogénica

A diferenciagdo condrogénica foi realizada com o StemPro™ Chondrogenesis
Differentiation Kit Gibco™, seguindo as orientagdes do fabricante. Para tanto foi
realizada a diferenciagéo a partir de cultura de micromasas, onde foi necessario obter
1,6 x 10’ de células por mL. Para esta metodologia foram feitas 3 gotas de 5uL
contendo 1,6 x 107 de células por mL cada, sendo que esta etapa foi realizada em
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tripolicata mais um controle negativo para a diferenciagdo. Ao término do
plagueamento, as células foram levadas a incubadora por volta de 2 horas para que
a micromassa fosse fixada. Apds este periodo foi adicionado o meio de diferenciacéo
em cada well que compunha a triplicata, sendo o controle da diferenciagcdo mantido
com meio de cultivo padréo. As trocas dos meios foram realizadas a cada 3 dias em
torno de 14 dias. Apos este periodo as células foram fixadas com formaldeido 10% e

coradas com azul de toluidina.
Tratamento das culturas com agentes antioxidantes

Para a selecionar as melhores concentracbes de Resveratrol, Acido Ascoérbico e
Curcumina em cultura foram testadas trés concentractes diferentes de cada um dos

antioxidantes.

Para o Resveratrol foram utilizadas as concentragdes de 12,5, 25 e 50 pM/mL. As
culturas foram tratadas com resveratrol por 72hs. Foi realizada a avaliacdo de

viabilidade celular apés 24hs, 48hs e 72hs de exposicao.

As concentracdes de 10, 50, 100 pg/mL foram utilizadas para analise do Acido
Ascorbico. As culturas foram tratadas por 72hs. Foi realizado o teste de viabilidade

celular apds 24hs, 48hs e 72hs de exposicéo ao Acido Ascorbico.

Para a Curcumina foram usadas as concentracfes de 0,3, 0,5 e 0,8uM/mL. As culturas
foram tratadas com este composto por 24hs. Em seguida o meio contendo tal
componente foi retirado e substituido por meio suplementado sem Curcumina. Logo

apos esta etapa foi realizada a avalia de viabilidade celular.
Avaliacao da viabilidade celular pelo método colorimétrico por MTT

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizada a metodologia de MTT, descrita por
Mosmann, 1983, baseada na metabolizacdo do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) Invitrogen™, pelas mitocéndrias das células viaveis.
Foram plagueadas 2.000 células/well para cada individuo estudado em triplicata, em
trés placas de 96 wells com meio de cultivo. Apds tratamento das culturas foi realizado
a metodologia de MTT de 24 em 24h da seguinte forma: foi removido o meio de cultivo
e 0 meio contendo os antioxidantes e adicionado 10pL de MTT mais 90uL de meio

F12 em cada well com células. A placa de cultura envolta em papel aluminio e
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incubada a 37°C por 4 horas. Apés a incubacdo o meio contendo MTT foi removido e
acrescentado 100uL de DMSO em cada well. Em seguida a placa foi incubada
novamente envolta em papel aluminio por uma hora. Apés este periodo a placa foi
submetida ao espectrofotbmetro em uma absorbancia de 570nm. Feita a leitura, os
dados foram trabalhados realizando-se as médias e porcentagens das células viaveis
para cada concentracdo dos antioxidantes pela seguinte formula (%) = (Atratado X 100)
Acontrole ONde Atratado € @ média da absorbancia de uma dada concentracdo em que as
células foram expostas e Acontrole € @ média da absorbancia das células mantidas

somente com meio suplementado sem antioxidante.
RESULTADOS
Cultura de Células-Tronco Mesenquimal

As culturas obtidas de tecido adiposo a partir de biopsia de pacientes apresentaram
células com morfologia de células-tronco mesenquimais indiferenciadas (figura 1A).

Aliguotas das culturas foram submetidas a diferenciacfes celulares.

As células obtidas ap0ds cultivo em meio osteogénico por 21 dias, apresentavam
depdsitos de célcio, evidenciado pelo corante vermelho de alizarina que possui

afinidade ao calcio (figura 1B), sugerindo sucesso na diferenciacdo osteogénica.

As células observadas apés cultivo em meio adipogénico por 14 dias, apresentavam
citoplasma com formacao de goticulas lipidicas, evidenciado pelo corante Oil Red O

(figura 1C), sugerindo diferenciacdo adipogénica.

As células semeadas apos cultivo em meio condrogénico por 14 dias, segregavam
matriz de proteoglicanas, evidenciados pelo corante azul de toluidina (figura 1D),

sugerindo diferenciacdo condrogénica.



Figura 1: Validacao de célula-tronco mesenquimal em cultura celular. A) Células com
morfologia fusiforme, sugerindo células-tronco mesenquimais. B) Colora¢do positiva com
vermelho de alizarina S., sugerindo diferenciagcéo osteogénica. C) Colorac&o positiva para Oil
Red O, mostraram gotas de lipidio a nivel citoplasméatico, sugerindo diferenciacdo
adipogénica. D) Coloragdo positiva com azul de Toluidina, evidenciando sintese de
proteoglicanos no meio extra-celular, sugerindo diferenciacdo condrogénica.

Avaliacado da viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular as células foram expostas a trés concentracdes

de Resveratrol, Acido ascorbico e Curcumina.

As células quando expostas ao Resveratrol apresentaram viabilidade acima de 100%
para alguns dos experimentos (Figura 2). O melhor tratamento obtido quanto a
viabilidade celular para o resveratrol foi o de 25 uM/mL por 48h. O tratamento realizado
de 12,5 pM/mL de resveratrol por 48hs também apresentou resultados de grande
potencial. Em geral, os tratamentos realizados por 24hs e 72hs ndo apresentaram

resultados tdo promissores quanto aqueles realizados por 48hs.
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O Acido ascorbico manteve a viabilidade celular com pouca variagdo em relacéo da
concentracdo e tempo de exposicao (Figura 3). O melhor tratamento obtido com este

composto foi o utilizou a concentragéo de 10 pg/mL por 48hs.

Todos os tratamentos realizados com a curcumina apresentaram viabilidade celular
abaixo de 100% (Figura 4). Os tratamentos que causaram menor dano as ceélulas
foram aqueles em que as amostras foram submetidas a um menor tempo de
exposicao a deste composto. O melhor resultado obtido (aproximadamente 85% de
viabilidade celular) no tratamento da curcumina foi o de 3 pug/mL por 24hs.

Porcentagem de células viaveis com Resveratrol
110

100
8

Controle 12,5 pMiml 25 pM/mi 50 pMiml

b
Q
(8]

Viabilidade das células (%)
w0
o

o

o

24h m48h m72h

Figura 2: Porcentagem de células vidveis expostas a trés concentragdes de resveratrol com intervalo

de 24h.
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Porcentagem de células viaveis com Acido ascérbico
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Figura 3: Porcentagem de células vidveis expostas a trés concentracdes de Acido ascorbico com

intervalo de 24h.

Porcentagem de células viaveis com Curcumina
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24h  48h »72h

Figura 4: Porcentagem de células vidveis expostas a trés concentragdes de Curcumina com intervalo

de 24h.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Esta pesquisa avaliou o impacto dos antioxidantes resveratrol, acido ascorbico e
curcumina na viabilidade celular de amostras in vitro obtidas de cirurgias ortopédicas.
Os resultados sugerem que células tratadas com resveratrol e acido ascorbico
apresentam boa viabilidade celular, sendo compostos em potencial para o

desenvolvimento de alvos terapéuticos de doencas.

Substancias com carater antioxidante tém sido alvos de pesquisas por demonstrarem
efeitos como agentes anti-inflamatdrio, anticancerigeno e antienvelhecimento. Além
disso, muitos delas também promovem papel importante no que diz respeito ao

desenvolvimento e mantenc¢do do metabolismo 0sseo.

A viabilidade celular também foi investigada por Zhou et al. (2019) que constatou que
houve melhor nivel de viabilidade celular em culturas tratadas com concentra¢cdes de
5, 10 e 15 puM/mL de resveratrol. Zhou et al. (2019) verificaram que o resveratrol em
concentracbes acima de 15 pM/mL (20 e 25 pM/mL) provocava decaimento na
viabilidade celular. Em nossos estudos foi demonstrado que a viabilidade celular
aumentava quando as células eram expostas a concentracdo de 12,5 pM/mL,
resultado que delimitou a melhor concentracdo de resveratrol em experimentos in

vitro.

N&o houve muita variacdo quanto a viabilidade celular das amostras tratadas com
acido ascérbico em relacdo ao controle na nossa pesquisa. Em quase todos os
tratamentos com acido ascorbico a viabilidade ficou proxima a 100% de células
viaveis. Os melhores resultados foram aqueles obtidos das culturas tratadas com
concentracdo de 10 pg/mL de acido ascérbico, e em particular aguelas expostas por

48hs. Neste caso, foi obtido, aproximadamente, 110% de células viaveis.

O tratamento de culturas celulares com curcumina foi previamente descrito por Moran
et al. (2012). Utilizando concentragdes de 10, 20, 30 pM/mL de curcumina estes
pesquisadores observaram decaimento de células viaveis nas primeiras 24h de
exposicao (Moran et al., 2012). O melhor resultado obtido de Moran et al. (2012) foi
para as culturas tratadas com 10 puM/mL de curcumina. Na nossa pesquisa utilizamos
concentragbes menores de curcumina (0,3uM/mL, 0,5 pM/mL e 0,8 uM/mL), contudo,

também observamos que as células tratadas apresentaram um decaimento na
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viabilidade celular a medida que o tempo de exposicdo ao composto aumentava,
sugerindo que este composto pode ser toxico em cultura celular, mesmo em pequenas

concentragoes.

Notoya et al. (2006) avaliando tratamento de curcumina em cultura celular observou
gue quando células primarias semelhantes a osteoblastos (ROB) foram expostas a 1

X 107°M de curcumina por 24 e 48h elas apresentaram inibicdo da proliferacéo celular.

CHEN e HUANG (1998), BUSH et al. (2001) e ANTO et al. (2002) observaram que
outros tipos celulares também séo afetados pela exposi¢do a curcumina, como células
musculares lisas vasculares, células de melanoma humano e células HL-60. Estes
pesquisadores sugeriram que a curcumina causa apoptose em cultura celular. Notoya
et al. (2006) sugere gque a curcumina interrompe o ciclo celular por meio de regulacdo
positiva da expresséao do inibidor de cdk (p21WAF1/CIP1), que atua na regulagcédo da
progressao do ciclo celular. Chan et al. (2006) mostraram que osteoblastos expostos
a curcurmina nas concentracfes de 12,5 - 25 uM apresentavam niveis baixos de ATP
causando apoptose celuar. Niveis altos de ATP s&o essenciais para a manutencdo da
morfologia nuclear celular. Estes pesquisadores também observaram que os niveis
de ATP intracelular eram diminuidos pela exposicdo de curcumina de forma dose-
dependente, podendo levar ao estadgio de necrose a concentracdo de 50 uM de
curcumina (CHAN et al., 2006).

Nossos resultados sugerem que células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo expostas aos antixoxidantes resveratrol e acido ascoérbico na concentracdo
de 12uM/mL tratado por 48hs e 10uM/mL tratado por 48hs, respectivamente,
melhoram a viabilidade celular de amostras em cultura. O antioxidante curcumina
provoca baixa viabilidade celular em amostras de cultura, sendo provavelmente téxico
para células em cultura. Estes resultados poderam ajudar a indicar antioxidantes

promissores no tratamento de doencgas.
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6 CONCLUSOES

A Osteogenese Imperfeita € uma doenca que apresenta grande variabilidade clinica
e genética. Mais de 20 genes distintos, com padrées de heranca diferentes,
relacionados com Ol ja foram descritos. O trabalho desta tese identificou cinco genes
(COL1A1, COL1A2, FKBP10, P3H1 e IFITM5) que apresentam maior taxa de
mutacBes em pacientes com Ol do estado do Espirito Santo/Brasil. Este resultado
pode ajudar no planejamento de estratégias de diagnostico molecular. A identificacéo
de mutacdes nos pacientes torna o aconselhamento genético mais preciso e contribui

com a prevencao de novos casos da doenca.

Assim como o diagnostico, existe um esforco constante na busca de novos
tratamentos para doencas, como aquelas do tecido 6sseo. Os antioxidantes, como o
Resveratrol, Acido ascérbico e curcumina, S30 COmpostos promissores e VArios
estudos sugerem que estdo relacionados com a remodelacdo Ossea. Assim, Sao
necessarios estudos in vitro para avaliar a seguranca destes compostos. Os
resultados desta tese sugerem que o resveratrol e o &cido ascorbico promovem a
proliferacdo celular em cultura de células-tronco mesenquimais derevadas do tecido
adiposo, enquanto a curcumina prejudica a viabilidade das células em amostras in
vitro. Estes resultados podem indicar compostos promissores que auxiliam na
proliferacdo celular atuando como substancias alvo em potencial para estudo de

tratamento complementar de doencas 6sseas.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

As células-tronco tratadas que apresentaram boa viabilidade celular com os
antioxidantes resveratrol e acido ascorbico serdo diferenciadas em células
osteogénicas e sera avaliado o grau de mineralizacdo e o padrao de expressao dos
genes relacionados a remodelagdo Ossea. Estes estudos serdo realizados em um
maior numero de amostras controles e amostras de pacientes com Ol. Além disso,
serdo realizados experimentos para avaliar a exposicdo combinada das melhores
concentracbes dos trés antioxidantes nas células estudadas nessa pesquisa.
Acreditamos que estes experimentos futuros contribuirdo com a elaboragcdo de um

artigo mais robusto para publicacdo e melhorardo as evidéncias relacionadas com a
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contribuicdo destes compostos como substancias potencialmente alvo no tratamento

de doencas do tecido 6sseo.
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