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PRODUCAO DA BMP-2 RECOMBINANTE DE HUMANO (rhBMP-2)
PARA FUNCIONALIZACAO DE BIOPOLIMEROS EM REPARO
OSSEO

RESUMO

Proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) sdo fatores multifuncionais pertencentes a
superfamilia do fator transformante de crescimento beta (TGF-B), capazes de induzirem a
formacéo de osso e cartilagem. A BMP-2 é considerada um dos fatores de crescimento mais
importantes para a regeneracdo 0ssea, promovendo a quimiotaxia, proliferacdo e
diferenciacdo celular no sentido da via osteogénica. Fraturas e defeitos 6sseos de tamanho
critico sdo recorrentes na medicina ortopédica e os tratamentos convencionais trazem
inimeras desvantagens no processo de regeneracdo, representando um desafio no
desenvolvimento de novas abordagens de tratamentos. A BMP-2 humana pode ser obtida por
meio da tecnologia do DNA recombinante para ser incorporada a suportes bioldgicos de
forma a estimular e orientar a regeneracdo do novo tecido. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um sistema heterélogo de expressdo da BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2)
para posterior imobilizacdo em suportes bioldgicos. Previamente, o gene que codifica a BMP-
2 humana foi obtido por PCR utilizando como DNA molde o DNA genémico de células
humanas (MG-63). O vetor de expressdao pET-32a(+) foi utilizado para clonagem do gene
alvo sob controle do operon lac, resultando na produgdo da rhBMP-2 em fusdo com a
proteina tiorredoxina e um peptideo N-terminal contendo seis residuos de histidinas. Para a
expressdo da rhBMP-2, células de Escherichia coli BL21 (DE3) e Escherichia coli Rosetta
(DE3) pLysS foram induzidas pela adicdo de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida. A
rHBMP-2 foi expressa tanto em E. coli BL21 (DE3) como em E. coli Rosetta (DE3) pLysS,
sendo que a obtencdo da producdo na forma sollvel foi melhor nesta Gltima linhagem e a
20°C. Atraves dos ajustes implementados na purificacdo por cromatografia de afinidade, foi
possivel a obtencdo da rhBMP-2 com alto grau de pureza. Através do ensaio de
imunodeteccdo, foi comprovado que o a proteina produzida se trata da rhBMP-2. A atividade
bioldgica da rhBMP-2 foi comprovada utilizando o ensaio de proliferacdo e viabilidade
celular pelo método de MTT em células tronco mesenquimais e células de mioblastos C2C12
de ratos. Teste preliminar utilizando celulose modificada indicou que a rhBMP-2 foi capaz de
estimular significativamente a proliferagdo celular.

Palavras-chave: rhBMP-2, clonagem, recombinante, regeneragdo 0ssea, suportes biologicos.



PRODUCTION OF A RECOMBINANT HUMAN BMP-2 (rhBMP-2) TO
FUNCTIONALIZATION OF BIOPOLYMERS IN BONE REPAIR

ABSTRACT

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional factors which belong to the
transforming growth factor beta (TGF-B) superfamily, capable of inducing bone and cartilage
formation. The BMP-2 is considered one of the most important growth factor for bone
regeneration, promoting chemotaxis, proliferation, cell differentiation towards the osteogenic
pathway. Fractures and critical size bone defects are recurrent in orthopedic medicine and the
conventional treatments bring numerous disadvantages to the regeneration process, posing a
challenge in the development of new approaches to treatment. The human BMP-2 can be
obtained by means of recombinant DNA technology to be incorporated in biological scaffolds
in order to stimulate and to direct the regeneration of the new tissue. The objective of this
study was to develop a heterologous human recombinant BMP-2 expression system (rhBMP-
2) for subsequent immobilization in biological scaffolds. Previously, the gene encoding
human BMP-2 was obtained by PCR using as template DNA the genomic DNA of human
cells (MG-63). The pET-32a(+) expression vector was used to clone the target gene under
control of the lac operon, resulting in the production of rhBMP-2 in fusion with the
thioredoxin protein and an N-terminal peptide containing six histidine residues. For rhBMP-2
expression, Escherichia coli BL21 (DE3) and Escherichia coli Rosetta (DE3) pLysS cells
were induced by the addition of isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside. The rhBMP-2 was
expressed in both E. coli BL21 (DE3) and E. coli Rosetta (DE3) pLysS, and production in the
soluble form was better in this latter strain and at 20° C. Through the adjustments
implemented in the purification by affinity chromatography, it was possible to obtain rhBMP-
2 with a high degree of purity. Through the immunodetection assay, it has been shown that
the protein produced is treated with rhBMP-2. The biological activity of rhBMP-2 was
demonstrated using the proliferation and cell viability assay by the MTT method in
mesenchymal stem cells and rat C2C12 myoblast cells. Preliminary testing using modified
cellulose indicated that rhBMP-2 was able to significantly stimulate cell proliferation.

Key-words: rhBMP-2, cloning, recombinant, bone regeneration, biological scaffolds.
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1 INTRODUCAO

As técnicas classicas de estabilizacdo e enxertia utilizadas no reparo de fraturas
complexas e defeitos 6sseos de grande extensdo podem interferir na evolugdo da cicatrizacdo
do 0sso. O uso de enxertos 6sseos possui algumas limitacbes como quantidade do enxerto a
ser obtida, maior tempo de recuperacdo no pos-operatorio, risco de transmissdo de doencas,
reacOes imunoldgicas e necessidade de manutencdo de um banco de 0ssos quando se trata de
aloenxertos (BAUER; MUSCHLER, 2000).

Os primeiros questionamentos sobre processos que determinam a neoformacao 0ssea,
em sitios desprovidos de tecidos désseos, foram baseados na descoberta de Urist (URIST,
1965). Para ele um fator central seria o responsavel por este efeito. Esse fator foi relatado
como uma substancia indutora de formacdo 0ssea, presente na matriz, denominada proteina
morfogenética dssea (BMP) (SANTOS et al., 2005). As BMPs representam um grupo de
fatores de crescimento pertencente a superfamilia dos fatores de crescimento transformante f3
(TGF-B). Aproximadamente 20 subtipos de BMPs essenciais para a regulacdo do crescimento,
diferenciacdo e apoptose de vérios tipos celulares, incluindo osteoblastos, condroblastos,
células neurais e epiteliais, foram descritos até agora (SAKOU, 1998). Dentre as BMPs, a
BMP-2 representa um dos principais fatores de crescimento implicado na regeneracdo e
crescimento do 0sso e da cartilagem, exibindo pronunciadas propriedades de osteoinducgédo
(URIST, 1971). Normalmente estéa localizada no tecido 6sseo, sendo liberada em resposta ao
dano dsseo, 0 que acarreta no estimulo da diferenciacdo da célula mesenquimal em
osteoblastos e finalmente induz a proliferacdo celular. Sua principal funcdo é a manutencdo da
osteogénese (SHARAPOVA et al., 2010).

As BMPs estdo sendo cada vez mais utilizadas na reconstrucdo 6ssea, incorporadas a
suportes eficazes (BODEN et al., 2005) que as liberam lenta e gradualmente, permitindo
assim o reparo do 0sso. Elas podem ser isoladas diretamente dos 0ssos, mas o rendimento é
muito limitado (WANG et al., 1988), além de existir também potencial risco de transmissao
de doencas relacionado ao isolamento do osso doador (KIRKER-HEAD, 2000). No entanto,
as BMP-2 comercializadas sdo produzidas fora do Brasil atraves da tecnologia do DNA
recombinante humano (rhBMP), utilizando cultura de células de mamiferos (InFUSE;
Medtronic Sofamor Danek, Memphis TN, USA) ou através de cultura bacteriana, utilizando
Escherichia coli (Cowellmedi Co., Ltd, Seoul, Republic of Korea). Para que seja

desenvolvido um produto comercial viavel, o custo de aquisicdo também deve ser



considerado. O baixo rendimento e o elevado custo na produgdo da rhBMP-2 em sistema
eucarioto de expressao da proteina tem sido considerado problematico para a aplicacdo clinica
(LEE et al., 2010). Contudo, pesquisas em torno da producdo de uma rhBMP-2 eficaz, com
baixo custo, alta biosseguranca e alto rendimento sdo cada vez maiores e a utilizacdo de E.
coli como sistema de expressdo estd atualmente em estagio crescente de desenvolvimento por
representar um sistema de producéo rapido e econémico dessas proteinas (LONG et al., 2006;
ZHANG et al., 2009, LEE et al., 2010), traduzindo-se em grande importancia para a industria
biotecnologica.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um método viavel de
obtengédo da rhBMP-2 por meio de um sistema de expressédo bacteriano, para utilizacdo destas
proteinas na imobilizacdo em suportes bioldgicos desenvolvidos pelo grupo de medicina
regenerativa dos Laboratorios QUIMMERA e BioPolMat da UNIARA, para funcionalizacéo
dos suportes no processo de celularizagao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo altamente vascularizado
que é constituido por células e por uma matriz 6ssea firme, enriquecida por depdsitos de sais
de calcio, com a caracteristica exclusiva de mineralizar. As células sdo: os ostedcitos, que
situam-se em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a
parte organica da matriz e localizam-se na sua periferia; e os osteoclastos, células gigantes,
moveis e multinucleadas que reabsorvem o tecido 0sseo, participando dos processos de
remodelacdo do 0sso. Como nao existe difusao de substancias através da matriz calcificada do
0ss0, a nutricdo dos ostedcitos depende de canaliculos que existem na matriz. Esses
canaliculos possibilitam as trocas de moléculas e ions entre os capilares sanguineos e 0s
ostedcitos (Fig. 1). JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1. Comunicagdo entre lacunas e canaliculos.

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013 (Adaptado).

As superficies internas e externas dos 0ssos séo recobertas por células osteogénicas e
tecido conjuntivo, que constituem o enddsteo e o periosteo, que tém como funcdo a nutrigdo
do tecido 6sseo. Nessas superficies também estdo presentes osteoblastos, osteoclastos e outras
células importantes do metabolismo 0sseo, que contribuem significativamente para o processo
regenerativo e remodelativo do osso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).



Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode ser classificado em compacto (cortical) e
esponjoso (trabecular) (Fig. 2). O tecido 6sseo compacto apresenta fungbes mecénicas e de
protecdo, enquanto que 0 esponjoso se ocupa das funcdes metabdlicas e funcdes de suporte.
Em termos histologicos o tecido 6sseo pode ser classificado em primario (imaturo) e
secundario (maduro). O tecido primério se apresenta em disposicao irregular e ndo organizada
de fibras colagenas com menor quantidade de cristais de hidroxiapatita, o tecido secundario é
composto por fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas ou concéntricas, formando 0sso
compacto ou esponjoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 2. Osso cortical compacto e espon;joso.

Fonte: Jungueira e Carneiro, 2013.

Apesar de sua estrutura dura e inflexivel, o0 0sso é um tecido dindmico continuamente
reabsorvido, renovado e remodelado. Esses processos sao desenvolvidos pelas células 6sseas
as quais sao reguladas por varios fatores transcricionais, por citocinas e fatores de crescimento
(ROBBINS; COTRAN, 2010). As células osteoprogenitoras sdao células-tronco mesenguimais
pluripotentes, encontradas nas proximidades de todas as superficies 6sseas. Ao serem
estimuladas de modo apropriado por fatores de crescimento, elas sofrem divisdo celular e
produzem descendentes que se diferenciam em osteoblastos (ROBBINS; COTRAN, 2010).

2.2 AS CELULAS DO TECIDO OSSEO
Os osteoblastos (Fig. 3) sdo células mononucleadas, de origem mesenquimal, e aspecto

cubdide ou ligeiramente alongadas que formam uma camada celular continua sobre a

superficie 0ssea que estd sendo formada. O osteoblasto ativo é caracterizado por possuir uma



membrana citoplasmatica rica em fosfatase alcalina, receptores para uma variedade de
hormonios e fatores de crescimento, sendo responsavel pela formagdo da matriz organica do
0ss0 e pela sua mineralizacdo (AUBIN; TURKSEN; HEERSCHE, 1993; MACKIE, 2003). A
matriz organica sintetizada pelos osteoblastos & constituida por vérias proteinas tais como
colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, proteoglicanas, fosfoproteinas e citocinas. Estes
componentes interagem entre si e organizam-se, fornecendo um arcabouco que permite a
deposicdo de sais minerais, além do fato de algumas destas moléculas atuarem diretamente na
mineralizacdo (RAISZ; RODAN, 1998). Os osteoblastos secretam fatores locais de regulacao
responsaveis pela proliferacdo, diferenciacdo e atividade osteoblastica, como as proteinas
morfogenéticas dsseas (BMPs), que sdo membros da familia da TGF- e exercem importante
funcdo na diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos. Os osteoblastos podem se
transformar em ostedcitos quando circundados pela matriz organica recém-depositada ou, de
modo alternativo, podem tornar-se células de revestimento 0sseo, achatadas e quiescentes, na
superficie dssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os ostedcitos (Fig. 3) sdo celulas descendentes de células estaminais mesenquimais
por meio de diferenciacdo dos osteoblastos e estdo localizados dentro da matriz 6ssea. A
medida que secretam a matriz, ficam aprisionados no seu interior em lacunas (BONEWALD,
2011). Comunicam-se entre si e com células da superficie 6ssea por meio dos canaliculos,
que atravessam tuneis na matriz. Caracterizam-se pela pobre atividade metabdlica, porém
indispensavel para a manutencdo da homeostase 6ssea. Secretam a osteocalcina, proteina néo
colagenosa que exerce funcdo na mineralizacdo 6ssea e homeostase do calcio no organismo.
Os ostedcitos sdo responsaveis pela mecanotransducdo, ou seja, detectam forcas mecanicas
traduzindo-as em atividade bioldgica (ROBLING et al., 2008).

As células de revestimento 6sseo sdo 0s osteoblastos, quando quiescentes, recobrindo
as superficies dsseas. Exibem escassas organelas de sintese e secrecdo de proteinas e formam
uma camada continua de células interconectadas, capaz de manter a homeostase da matriz
0ssea, influenciando no metabolismo de célcio e fosfato, sendo também responsaveis pela
troca de substancias (MUNDY, 1991). Estas células podem ter um papel importante na
diferenciacdo de células mesenquimatosas, na regulacdo da homeostasia mineral, na inibicdo
da atividade anabolica dos osteoblastos e também parecem influenciar a atividade dos
osteoclastos (HALSEY; MC LEOD; RUBIN, 1997). Segundo autores, estas células podem
produzir colagenase, enzima com capacidade de digerir a matriz organica, e preparar a
reabsorcao osteoclastica (MARTIN et al., 1993).



Os osteoclastos (Fig. 3) sdo células multinucleadas responsaveis pela reabsorcao dssea
e ndo pertencem a mesma linhagem celular de onde se originam os osteoblastos. Ao contrério,
os osteoclastos derivam da linhagem celular progenitora hematopoiética, ou seja, a mesma
que origina os monacitos e macrofagos na medula 6ssea. Os osteoclastos sdo encontrados na
superficie dos ossos em pequenas depressdes, denominadas lacunas de Howship. Apos
ligarem-se a matriz dssea-alvo, o0s osteoclastos produzem um ambiente &cido isolado
necessario para a remocdo mineral, favorecendo a reabsorcdo éssea e desencadeando a
remodelacdo constante do 0sso, importante para a manutencdo do esqueleto (ROBBINS;
COTRAN, 2010).

Figura 3. Dindmica da formacéo do tecido 6sseo e células envolvidas.
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Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.
2.3 REMODELACAO OSSEA

O tecido 6sseo, em diversos momentos, precisa passar por variacdes para que possa
crescer mantendo sua forma, a fim de torna-se maduro ou adaptar-se a novas situacdes
fisiologicas ou patoldgicas. Desta forma, 0 0sso esta em constante remodelacéo, por meio de
reabsorcdo e deposicdo de matriz Ossea, que sd0 processos estreitamente acoplados. O
desenvolvimento e a homeostase do sistema esquelético esta na dependéncia de uma
remodelagdo Ossea equilibrada, ou seja, da dindmica balanceada entre a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006).

O primeiro evento celular na sequéncia de remodelacdo é a formacdo e ativagdo dos

osteoclastos. Previamente a reabsor¢do da matriz mineralizada pelos osteoclastos, 0s



osteoblastos e células de revestimento 6sseo produzem colagenase, removendo a camada de
ostedide, expondo a matriz mineralizada aos osteoclastos que se tornam ativos em contato
direto com a matriz 6ssea mineralizada (MARKS; POPOFF, 1988). Outra possibilidade de
modular a formacdo e atividade osteoclastica seria a partir de sinais gerados no
microambiente, com a liberacdo de citocinas. As citocinas sdo moléculas de regulacéo,
soluveis, de baixo peso molecular, expressas como proteinas de membrana ou secretadas, que
se ligam a receptores especificos, em células alvo. Elas tém um papel vital tanto na regulacao
do tecido Osseo em condicdes fisioldgicas quanto patolégicas (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006).

A formac&o do osso envolve a proliferagdo e migracdo das células osteoprogenitoras e
a diferenciacdo dos osteoblastos. Os osteoblastos, por serem células completamente
diferenciadas, apresentam capacidade limitada de migracdo e proliferacdo. Assim, para a
formacdo 6ssea em um sitio determinado, células progenitoras mesenquimais indiferenciadas
(osteoprogenitoras) migram até o sitio e diferenciam-se em osteoblastos (WATZEK, 2004).
Este processo é controlado por uma cascata de eventos combinados a uma programacao
genética como a regulacdo de genes por fatores sistémicos e locais, entre eles os hormonios,
citocinas e fatores de crescimento (SODEK, MC KEE; 2000). Varios fatores de crescimento
sdo responsaveis pela diferenciacdo osteoblastica, como os fatores de crescimento
transformante beta (TGF- B) e os membros pertencentes a este grupo, as proteinas
morfogenéticas dsseas (BMPs) (WATZEK, 2004).

A maioria dos fatores que controla a reabsor¢do dssea tais como PTH, 1,25
dihidroxivitamina D3, esterdides sexuais, prostaglandinas, citocinas (Interleucina-1,
Interleucina-6 e Interleucina-11) e TGF- B, age diretamente nos osteoblastos. Portanto, estes
fatores estimulam os osteoblastos a liberarem moléculas que estimulam a migracdo e adesdo
celular a superficie 6ssea a qual deve ser reabsorvida. Desta forma, os osteoblastos participam
do processo de remodelacdo produzindo matriz déssea e controlando a atividade dos
osteoclastos. As citocinas e os fatores de crescimento, especialmente o TGF-p, liberados da
matriz durante sua degradacdo, atuam como uma alca de “feed-back” e desencadeiam a
formagé&o e ativagédo de osteoblastos para sintetizar e depositar uma quantidade equivalente de
0ss0 novo na lacuna de reabsorcdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006).

Os TGF- B sdo proteinas diméricas (25 kDa), secretadas por diversos tipos celulares,
incluindo células presentes no tecido 0Osseo, sendo elas o0s osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos e condrécitos (BOSTROM; ASNIS, 1998). E o mais abundante dos fatores de



crescimento armazenado no 0sso. S&o produzidos quando ha estimulo para reabsorcéo 6ssea,
podendo ser um mecanismo importante na desativacao osteoclastica (MUNDY, 1991). Séo
armazenadas na matriz ostedide e nas plaquetas na forma inativa, como um complexo pro-
peptideo de alto peso molecular (100-250 kDa). Sua concentragcdo € aproximadamente cem
vezes maior no 0sso que em qualquer outro tecido. Sua ativacédo e clivagem ocorrem em meio
acido (como durante a fase inicial, inflamatoria, do processo de consolidagédo) ou por acéo de
enzimas proteoliticas (BOSTROM; ASNIS, 1998). Os TGF-p estimulam a formacéo 0ssea e
também podem inibir a diferenciacdo, formacdo e atividade dos osteoclastos maduros
(EPSTEIN et al., 1990).

As BMPs sdo fatores de crescimento pertencentes a superfamilia dos TGF-B,
essenciais para a regulacdo do crescimento, diferenciacdo e apoptose de varias células,
incluindo osteoblastos, condroblastos, células neurais e epiteliais. Elas sdo expressas em
abundancia no local de reparacdo Gssea, iniciando a atracdo, proliferacdo e diferenciacdo de
células percursoras de osteoblastos no local lesado e sdo cada vez mais pesquisadas devido a
demanda por requisitos para a reparacao 6ssea (WATZEK, 2004).

Apesar de ter uma grande capacidade regenerativa, em algumas situacdes, a resposta
do organismo é insuficiente para o reparo completo de uma lesdo, como em casos de lesbes
Osseas extensas causadas por infe¢des, tumores e defeitos congénitos. Devido a esses fatores,
inimeros trabalhos tém sido realizados, procurando alternativas para auxiliar e estimular a
regeneracdo Ossea, desenvolvendo assim, diversos materiais osteosubstitutos e técnicas
alternativas de tratamento (VALENZUELA, 2008).

Figura 4. Células Gsseas e suas atividades relacionadas a remodelagéo.
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Fonte: Robbins e Cotran, 2010.



2.4 ASPROTEINAS MORFOGENETICAS OSSEAS (BMPs)

As BMPs séo fatores de crescimento multifuncionais de baixo peso molecular (19 a 30
kDa) que pertencem a superfamilia dos TGF-B (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004) e possuem
forte capacidade de induzir a formagdo de osso e cartilagem a partir de células tronco
mesenquimais (VAN HOUT et al.,, 2011; SUN et al., 2015). Essas proteinas exercem
importante funcdo em diversos tecidos, atuando em processos como a proliferacéo,
diferenciacdo, morfogénese e apoptose celular (DUCY; KARSENTY, 2000; KATAGIRI;
SUDA; MIYAZONO, 2008; MIAZONO; KAMIYA; MORIKAWA, 2010).

A atividade biolégica original das BMPs foi reportada por Marshal Urist em 1965. Ele
preparou uma matriz 6ssea desmineralizada de pequenos vertebrados e tratou com é&cido
cloridrico (HCI). Esta matriz 6ssea foi implantada no tecido muscular esquelético de outros
hospedeiros vertebrados. Urist descobriu, entdo, que tecido 6sseo "vivo", que incluiu medula
0ssea, foi induzido na matriz 6ssea "morta" dentro de vérias semanas. A atividade Gssea
induzida observada na matriz 6ssea desmineralizada foi encontrada ndo apenas no musculo
esquelético, mas também nos defeitos dsseos (URIST, 1965). Suas descobertas sugeriram que
a matriz dssea continha atividade indutora Ossea até entdo desconhecida e que os tecidos
musculares esqueléticos continham uma ou mais células capazes de se diferenciarem em
células formadoras de osso (KATAGIRI; OSAWA; TSUKAMOTO, 2015). Essa atividade
indutora era exercida pelo que ele chamou de proteinas morfogenéticas dsseas (BMP). No
entanto, o isolamento da primeira BMP, a partir de extrato de 0sso bovino, s6 ocorreu na
década de 1980 (BMP-3, osteogenina), com a subsequente clonagem das BMPs 2 e 4
(WOZNEY; ROSEN; CELESTE, 1988).

Desde sua descoberta, mais de 20 BMPs homodiméricas ou heterodiméricas foram
descritas em humanos e outras espécies, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento e funcdo de muitos tipos de células em varios tecidos. Com base na
homologia estrutural, o0s membros da familia BMP podem ser ainda classificados em varios
subgrupos, incluindo o grupo BMP-2 / -4, grupo BMP-5/ -6 / -7 (OP-1) / 8, BMP-9 / -10, e
grupo BMP-12 / -13 / -14 (GDF-5/ -6 / -7). Entre os membros da familia BMP, apenas a
BMP-1 tem uma estrutura metaloproteinase e atua como uma propeptidase carboxi-terminal
para o colageno tipo I, portanto, ndo fazendo parte da familia TGF- f (SENTA et al., 2009;
POON et al., 2016; BEGAM et al, 2016).

As BMPs sdo sintetizadas como uma molécula precursora, constituida por um

peptideo sinal, um pré-dominio e uma regido carboxi-terminal, aonde se localiza a sequéncia
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da proteina madura que contém entre 100 a 140 residuos de aminoacidos (SENTA et al.,
2009). Dentro da regido carboxi-terminal da maior parte das BMPs existem sete residuos de
cisteina conservados, altamente importantes para o enovelamento correto destas moléculas
diméricas, das quais seis formam pontes dissulfeto intramolecular, enquanto que os residuos
remanescentes formam pontes dissulfeto intermolecular, permitindo a formagdo de
homodimeros, 0s quais s&o indispensaveis para a sua atividade biologica (CARREIRA et al.,
2014).

No tecido 6sseo as BMPs sdo produzidas pelas células osteoprogenitoras, osteoblastos,
condrocitos e plaquetas. Apos sua sintese, a matriz extracelular as armazena temporariamente,
e sao liberadas durante a reparacdo e remodelacdo 6ssea (CARREIRA et al., 2014). Os efeitos
reguladores das BMPs dependem do tipo de célula-alvo, sua fase de diferenciacdo, sua
concentracdo e interacbes com outras proteinas secretadas. As BMPs, tal como outros
membros da familia TGF- B, exercem os seus efeitos através de dois tipos de receptores
transmembrana de serina-treonina cinase, receptores tipo | e 1. O receptor tipo Il fosforila o
receptor tipo | que, ativado, fosforila smad 1/5/8. Fosforilada, smad 1/5/8 formam complexos
com smad 4 e regulam a transcricdo de genes alvo que induz a formacdo dssea (Fig. 5).
(KATAGIRI; OSAWA; TSUKAMOTO, 2015).

Figura 5. Sinalizacio das BMPs.
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|

Formacéao 0ssea

Fonte: Katagiri et al., 2015, adaptado.
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As BMPs sdo potentes indutoras da osteogénese durante a fase de formacdo Ossea
embrioldgica e nos casos de reparos de fraturas. Elas induzem uma cascata de eventos que
levam a condrogénese, osteogénese, angiogénese e sintese controlada de matriz extracelular
(LISSENBERG-THUNNISSEN, 2011). A ossificacdo induzida por BMPs pode ocorrer
através de uma formacdo cartilaginosa prévia (ossificacdo endocondral ou indireta), que
estimula células indiferenciadas a se multiplicarem e se diferenciarem, inicialmente, em
fenotipo condroblastico, originando previamente um tecido cartilaginoso que servira como
base para a migracdo e diferenciacdo de células indiferenciadas em osteoblastos (REBECCA
et al., 2001); ou através da diferenciacdo de células progenitoras diretamente em células
Osseas (ossificacdo intramembranosa ou direta) (SOLOFOMALALA et al., 2007; FREITAS
etal., 2012).

Devido ao potencial osteoindutivo e osteocondutivo das BMPs, varios estudos in vitro
e in vivo tém sido realizados desde a descoberta destas proteinas, visto que estes fatores
tornaram-se de grande interesse em diversas &reas da medicina. Entre todos os membros da
familia BMP, a BMP-2 é a que exibe mais fortemente a atividade osteogénica (KIM et al.,
2014). Os resultados de numerosos estudos demonstram que a BMP-2 € capaz de estimular a
osteogénese e seu potencial de regeneracdo € igual ou superior ao do material 6sseo autologo
(MC KAY; PECKHAN; BADURA, 2007; BESSA; CASAL,; REIS, 2008).

25 PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA 2 (BMP-2)

A BMP-2 é uma glicoproteina de baixo peso molecular pertencente ao grupo de
proteinas da matriz Gssea. A proteina precursora de 396 aminoacidos é glicosilada,
proteoliticamente clivada e dimerizada para se obter a BMP-2 homodimérica madura que
consiste em duas subunidades de 113 residuos na sequéncia C-terminal. Como outros
membros da superfamilia TGF-B, a BMP-2 tem seis residuos de cisteinas que formam
ligacbes dissulfeto intrapolipeptidicas e uma cisteina que forma uma ponte dissulfeto
intercadeias, conectando os dois mondmeros para formar um dimero ativo (WOZNEY, 1998;
SCHEUFLER et al., 1999; LONG et al., 2006). Durante a diferenciacdo osteogénica in vitro,
a BMP-2 potencializa a expressdo génica de marcadores osteogénicos, sendo uma das mais
osteoindutivas, ou seja, capaz de induzir a formacdo Ossea, promover a quimiotaxia, a
proliferacdo e a diferenciacdo celular (KOBAYASHI et al., 2009; QIN et al., 2012; LEE et al.,
2013; KIM et al., 2014).
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O uso da BMP-2 foi aprovado em 2002 pela Food and Drug Administration (FDA)
para aplicac@es clinicas como fratura de 0ssos longos e regeneracdo de discos intervertebrais,
sendo utilizada incorporada a implantes que liberam as proteinas lenta e gradualmente,
permitindo a regeneracdo oOssea (MC KAY, PECKHAN, BADURA, 2007; JEONG,
SANDHU, FARMER, 2005).

Embora as BMPs possam apresentar atividade mesmo em doses baixas no local da
fratura, a obtencdo de miligramas desta proteina parcialmente pura a partir de extratos 6sseos
desmineralizados requer quilogramas de material inicial (GAO, et al., 1996). Tais custos
levam a busca de novas metodologias de obtencdo destas proteinas, assim como a necessidade
de verificar a participacdo dos varios fatores no processo de indugdo Ossea. Contudo, a
producdo de BMPs recombinantes (rBMP), permitiu maiores conhecimentos quanto ao modo
de utilizacdo destas proteinas para a neoformacdo dssea, além de se tornar vidvel sua

producgéo em alta escala.

Figura 6. Esquema do gene da BMP-2 e da estrutura da proteina. O gene BMP-2 contém trés éxons
representados por caixas e dois introns correspondentes as linhas. A regido de codificacdo é representada por
caixas roxas (escuras e clara) localizadas nos exons 2 e 3 do gene. O dominio maduro da proteina BMP-2
humana esta totalmente localizado no éxon 3 correspondente aos aminoacidos 283-396 (caixa roxa clara da

proteina).
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Fonte: Bessa et al., 2008.
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Fig 7. Estrutura terciaria do dimero BMP-2. As subunidades sdo codificadas pelas cores azul e laranja. As a-
hélices sdo representadas por espirais, as cadeias 3 por setas e as pontes dissulfeto por hastes verdes.

Fonte: Scheufler et al., 1999.

26 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

Moléculas de DNA artificial contendo segmentos covalentemente ligados, derivados
de duas ou mais fontes, sdo chamados de DNAs recombinantes (LEHNINGER, 2011). A
tecnologia do DNA recombinante envolve modificacdo direta do DNA, de forma a alterar
caracteristicas do organismo vivo ou introduzir novas caracteristicas. O isolamento dos genes
de interesse é conduzido por meio de técnicas de clonagem molecular que consistem em
induzir um organismo vivo a amplificar a sequéncia de DNA de interesse, em sistemas que
permitem uma facil purificacdo e recuperacdo do referido fragmento de DNA. Para isso, sdo
utilizados vetores de clonagem, nos quais a sequéncia de DNA de interesse é inserida
(FERRAZ, 2007).

Atualmente, existem diversos vetores usados na tecnologia do DNA recombinante que
apresentam caracteristicas que os tornam excelentes veiculos de clonagem, dentre eles, os
plasmideos, nos quais, grande parte é formada por moléculas de DNA dupla fita, contendo os
elementos necessarios para a sua replicacdo autonoma. Os vetores da série pET séo
plasmideos desenhados para permitir rapida producdo de grandes quantidades da proteina de
interesse. Estes plasmideos contém varios elementos importantes: o gene lacl, que codifica a

proteina repressora lac; o promotor T7, que € especifico para T7 RNA polimerase; um
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operador lac, que serve para bloquear a transcricdo; um sitio de policlonagem; uma origem f1
de replicacdo e um gene que garante resisténcia a um determinado antibiotico como, por
exemplo, a ampicilina no caso do vetor pET-32a(+) (FELICIANO, 2009).

Figura 8. Esquema do vetor da série pET. O plasmideo contém a regido marcadora para resisténcia a
ampicilina (verde), o gene lac | (azul anil), o promotor de transcricdo T7 (vermelho), o operador lac (azul
celeste) e um sitio de policlonagem (preto).

Fonte: Feliciano, 2009.

O gene de interesse é clonado no sitio de policlonagem. Quando T7 RNA polimerase
estd presente e o operador lac ndo esta sendo reprimido, a transcricdo do gene de interesse
procede rapidamente. Como células de procariotos ndo produzem T7 RNA polimerase, esta
deve ser adicionada. Usualmente, a célula hospedeira para este sistema de expressao € uma
bactéria que tenha sido geneticamente modificada para incorporar o gene T7 RNA
polimerase, o promotor lac e o operador lac em seu genoma. Quando lactose, ou uma
molécula similar a lactose, como IPTG (isopropil-p-D-galactosideo), esta presente dentro da
celula, a transcricdo de T7 RNA polimerase é ativada (FELICIANO, 2009).

Uma vez isolado o gene de interesse e os fragmentos de DNA incorporados no
genoma do organismo alvo, o organismo geneticamente modificado passa a ter caracteristicas
hereditarias (FERRAZ, 2007).
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Figura 9. Construcdo de um DNA recombinante. A técnica do DNA recombinante consiste no isolamento de
um gene de interesse e introducdo deste em outro organismo em um processo de transformacdo, para que as
células clonadas sejam propagadas.
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Fonte: http://slideplayer.com.br em 6/05/2017, adaptado.

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a producdo de proteinas heterélogas
em grande quantidade. O entendimento do dogma central da biologia molecular, o qual
envolve replicacdo, transcricdo e tradugdo, é essencial para a producdo de proteinas
recombinantes. Desta forma, proteinas de interesse biotecnol6gico podem ser produzidas em

grande escala, utilizando-se principalmente sistema procarioto (LEHNINGER, 2011).

Figura 10. Dogma central da biologia molecular. Os trés processos principais que a célula utiliza para que a
mensagem genética seja expressa.

DNA Replicagdo —> Copias idénticas do DNA parental

Transcricdo —> Parte da mensagem genética copiada em RNA

RNA

Traducdo —» Mensagem genética traduzida a proteina

Proteina

Fonte: Lehninger, 2011, adaptado.
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BMPs podem ser isoladas diretamente do 0sso, porém o rendimento é muito limitado.
Além disso, riscos de transmissdo de doencas ou rejeicdo associado ao isolamento do 0sso
doador alogénico limita sua aplicacdo clinica (GARRIDO; SAMPAIO, 2010). No final dos
anos 80, as primeiras sequéncias codificadoras das proteinas da familia das BMPs foram
clonadas, abrindo a possibilidade de futura aplicacdo desta proteina na terapéutica (CELESTE
etal., 1990; WANG, et al., 1988). A partir da introducédo da tecnologia do DNA recombinante
foi possivel produzir sinteticamente BMPs recombinantes (rhBMP). As rhBMP possuem
propriedades ndo antigénicas e ndo imunogénicas, nao havendo risco de transferéncia de
doencas humana, pois se trata de uma proteina produzida por principios de bioengenharia
(GENETICS INSTITUTE, Cambridge Mass, unpublished reports, 1995).

Atualmente, a producdo de rhBMPs é realizada principalmente por sistema procarioto,
por oferecer vantagens importantes como rapida producdo com baixo custo, alta
biosseguranca e alto rendimento. Um sistema amplamente aceito para a producdo de proteinas
recombinantes € a utilizacdo de E.coli, por resultar em producdo rapida e econdmica dessas
proteinas (LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2009). Com isso, foram desenvolvidas inumeras
linhagens de E. coli geneticamente modificadas para diferentes condi¢cdes de expressdo, bem
como vetores a serem utilizados, ambos disponibilizados comercialmente (GOPAL, 2013).

O vetor pET com etiqueta contendo 6-Histidinas (6xHis-tag), geralmente é a primeira
escolha para obtencdo de uma proteina recombinante pois possui uma pequena etiqueta de
histidina e altos niveis de expressdo devido a presenca de um forte promotor, o T7. A
linhagem de E. coli BL21 € a mais utilizada para a expressao devido a auséncia de proteases
importantes. A estirpe BL21 (DE3) possui um gene que codifica a T7 RNA polimerase, bem
como a auséncia das proteases Lon e OmpT, o que colabora com a minimizagdo da
degradacdo proteolitica. A linhagem Rosetta é derivada da BL21 (DE3), e foi concebida para
aumentar a expressdo de proteinas heter6logas contendo cddons raramente utilizados em E.
coli (GOPAL, 2013).

Quando se trata de producdo heteréloga, espera-se que a proteina de interesse seja
estavel, ndo tdxica para a bactéria, sollvel, expressa em grande quantidade e que possa ser
facilmente purificada. Embora seja possivel produzir rhBMP-2 em forma sollvel em bactérias
usando proteinas de fusdo (IHM et al., 2008), os rendimentos permanecem baixos. Portanto, a
maioria dos grupos se concentra na superproducdo da proteina em E. coli na forma de corpos
de inclusdo citoplasmaética (LONG et al., 2006; VALLEJO et al., 2002; VON EINEM et al.,

2010), sendo necessario o processo de refolding para torna-la biologicamente ativa e apta para
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uso, o que geralmente acarreta baixo rendimento da proteina nativa, e aumento de gastos
(LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2009).

Estudos demonstraram que o efeito terapéutico de rhBMP-2 depende da sua
quantidade, concentracdo e tempo de aplicacdo (KING et al., 2002; PANG et al., 2004),
portanto, sistemas de transporte adequados sdo fundamentais para a entrega, retengdo e
liberacdo da BMP-2 no local implantado, a fim de atingir o seu efeito osteoindutor. Em um
estudo com 195 pacientes submetidos a cirurgia de fusdo vertebral, foi verificado que os
pacientes sem fatores de risco de saude relacionados a falha de fusdo e que receberam
aplicacdo da rhBMP-2 apresentaram fusdo vertebral em tempo significativamente menor que
0 enxerto autélogo na mesma condicdo (LEE et al., 2013). Na Medicina, destacam-se 0s
tratamentos com rhBMP-2 da espondilose, aceleracdo da consolidacdo de fraturas de néo
unido em 0ssos longos, reconstrucdo de ligamentos em ortopedia, pseudoartrose, aplicacdes
regenerativas, entre outras (BISPO, 2015).

Devido aos excelentes resultados relatados em trabalhos com o uso de rhBMP-2 em
humanos na area odontoldgica e médica, o0 FDA (Food and Drug Administration), 6rgao
regulador de produtos na area da salude nos EUA, aprovou em 2002 a comercializacdo da
rhBMP-2, a qual foi introduzida no mercado com o nome de Infuse Bone Graft®. Este
produto passou a ser utilizado em larga escala no tratamento de doencas e traumas 0sseos na
coluna vertebral em humanos e, em 2004, como tratamento coadjuvante em fraturas de tibia.
Em marco de 2007, o uso de rhBMP-2 foi aprovado para uso na area odontoldgica (FREITAS
etal., 2012).

Recentemente, pesquisadores tém mostrado interesse em novos materiais capazes de
serem associados a rhBMP-2, especialmente os biopolimeros, visando acelerar e incrementar
0 processo de reparo 6sseo em modelos de fraturas (ISSA et al., 2011; LI et al., 2011; LI et
al., 2015).

2.7  PURIFICACAO DE PROTEINAS POR IMAC

Os principios fundamentais da afinidade de biomoléculas por ions metalicos sdo
conhecidos desde o inicio do século passado. A técnica de IMAC (Immobilized Metal-lon
Affinity Chromatography) baseia-se na afinidade diferencial que ions metalicos imobilizados
em uma matriz solida apresentam por certos grupamentos expostos na superficie de uma
molécula em solucdo. Esta afinidade resulta de ligagdes de coordenacdo reversiveis formadas

entre um ion metalico quelatado e certos residuos de aminoacidos, tais como imidazol da
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histidina. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, foi possivel a incorporagédo de
caudas (tag) em proteinas que ndo contém naturalmente espécies doadoras de elétrons, tal
como a fusdo de sequéncia de seis histidinas na por¢do C ou N-terminal da proteina alvo,
conferindo a mesma a possibilidade de purificacdo por IMAC. Proteinas com cauda de poli-
histidinas possuem afinidade a metais como o Ni** e o Co?* imobilizados na resina, o que
facilita a purificagdo da proteina alvo. Além disso, a cauda é pouco imunogénica e raramente
interfere na estrutura e funcdo da proteina (BRESOLIN, MIRANDA, BUENO, 2009).

As proteinas sdo introduzidas na fase mdvel e adsorvidas principalmente pela
formagdo de ligacbes de coordenagdo com sitios remanescentes dos ions metélicos
quelatados. As moléculas adsorvidas podem ser eluidas por competicdo com outras espécies
doadoras de elétrons como, por exemplo, o imidazol. O imidazol é utilizado na etapa de
eluicdo, no qual um excesso deste composto é aplicado na coluna, competindo pela ligacao
com o metal através de coordenacdo quimica, liberando assim as proteinas (BRESOLIN,
MIRANDA, BUENO, 2009).

De modo geral, qualquer ion metalico que apresente a capacidade de interagir com
proteinas pode ser utilizado em IMAC. Os ions metalicos Ni** e Co?* sdo utilizados na
purificagdo de proteinas que possuam residuos de histidina, na qual os ions metalicos
interagem com o nitrogénio aromatico do grupamento imidazol (SULKOWSKI, 1989).

Em alguns estudos, ha relatos de que o processo de purificacdo da rhBMP-2 envolveu
varias etapas para se obter uma proteina com grau maior de purificacdo, além de baixo
rendimento global e utilizacdo de reagentes caros para renovelamento da proteina, que se
encontrava em corpos de inclusdo (LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2011).

Sabe-se que 0s custos que envolvem o processo de purificacdo de proteinas representam
uma porcentagem significativa do custo total da producdo. No entanto, a otimizacdo do
processo através da utilizacdo e ajuste de meios adequados se faz necessario para a
viabilidade da producdo da proteina alvo. Além do mais, encontrar um sistema de purificagdo
que resulte em entrega da proteina com grau elevado de pureza € de grande interesse, uma vez
que essas proteinas podem ser utilizadas pela medicina regenerativa para introducdo em

suportes que induzam a proliferagdo de células e tecidos.

2.8 BIOPOLIMEROS E MEDICINA REGENERATIVA

O auto-enxerto é considerado ideal para procedimentos de enxerto, fornecendo fatores

de crescimento osteoindutivos, células osteogénicas e um suporte osteocondutor. Contudo,
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existem limitagBes quanto & morbidade e disponibilidade de enxerto do doador. O aloenxerto,
por outro lado, possui o risco de transmissdo de doengas. Substitutos de enxerto sintéticos ndo
possuem propriedades osteoindutivas ou osteogénicas. Enxertos compostos combinam
propriedades de suportes com elementos biologicos para estimular a proliferacdo e
diferenciacéo celular e, finalmente, a osteogénese (GIANNOUDIS et al., 2005).

O campo da Engenharia de Tecidos surgiu como consequéncia da combinagdo dos
principios de Engenharia, Quimica e Ciéncias Bioldgicas para o desenvolvimento de
substitutos naturais que permitissem restaurar, manter ou melhorar a funcdo dos tecidos. As
estratégias da Engenharia de Tecidos envolvem o uso de células isoladas para substituir
funcdes especificas e substancias que induzem a proliferacdo de células e tecidos (fatores de
crescimento), ambas combinadas a matrizes, que atuam como suportes (carreadores) para
células e proteinas. Para que ocorra tal reparacao, € fundamental a utilizacdo de um arcabouco
osteocondutor, para adesdo e funcionamento das células osteoprogenitoras, bem como 0 uso
de fatores de crescimento osteoindutores. Os fatores osteoindutores séo caracterizados pela
sua habilidade em promover a formacao 6ssea, a maioria desses fatores sdo citocinas, as quais
sdo proteinas extracelulares responsaveis pela sinalizacdo celular, como por exemplo, as
BMPs, (VALENZUELA, 2008).

Os transportadores de BMPs sé@o de extrema necessidade pra aumentar a retencdo na
area de tratamento durante um periodo de tempo adequado para permitir que as células
formadoras de tecido regenerativo migrem para a area lesionada, a fim de garantir a

proliferacdo e diferenciacdo celular (BEGAM et al., 2016).

Figura 11. Triade da medicina regenerativa. Suportes biolégicos atuam como arcabougos para biomoléculas,
que estimulam células tronco a se diferenciarem.

Suportes Bioldgicos

Células Progenitoras Biomoléculas

(CT™) (rhBMP-2)

Fonte: http://www.institutomor.com.br em 20/05/2017, modificado.
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Os requisitos essenciais para transportadores ideais para BMPs séo (BEGAM et al.,
2016):

e Capacidade de incitar as melhores respostas inflamatorias possiveis;

e Construcdo de uma interface com o tecido biol6gico adjacente;

e Porosidade ideal para permitir primeiro a infiltracdo das células e depois o
crescimento vascular;

e Resisténcia adequada a compresséo e a tragao;

e Biodegradabilidade, embora permita a protecdo das BMPs contra a degradagéo
durante um periodo suficiente para estimular uma quantidade especifica de massa
0ssea na area de tratamento;

e Atoxicidade, esterilidade, imunologicamente inerte e de facil utilizacéo;

e Facilidade de fabricacdo, com baixo custo e produgdo em larga escala;

e Provisdo para liberagdo continua de fatores incorporados e taxa de liberacdo para ser
otimamente controlada devido a sua meia-vida curta in vivo.

Durante as Ultimas décadas, tem havido um interesse crescente na concepgao e
utilizacdo de biomateriais 0sseos in vitro e in vivo. Muitos investigadores tém pesquisado
varios biomateriais para a formacgéao 6ssea, tais como, colageno derivado do 0sso, matriz 6ssea
descalcificada, fibrina, composto de nano-hidroxiapatita/coldgeno (nHAC), poli (acido
glicolico-co-lactico) sintético e titdnio para a reparacdo de defeitos 6sseos (NIU et al., 2009).

Os polimeros naturais, como colageno, quitosana e &cido hialurénico, permitiram
adesdo, disseminacdo e diferenciacdo celular aplicando-os como sistemas primarios de
entrega de BMPs. As vantagens do colageno (ampla disponibilidade, biodegradabilidade
completa, biocompatibilidade e bom desempenho para o reparo 6sseo in vivo) devem ser
equilibradas por suas desvantagens: risco potencial de transmissdo de patdgenos (origem
xenogeénica) e falta de resultados de reprodutibilidade devido a rapida degradacéo in vivo. Por
outro lado, foram avaliados os polimeros sintéticos, como o acido polilactico (PLA), o acido
poliglicolico (PLG) e os hidrogéis, pois apresentam propriedades fisico-quimicas controlaveis
e ndo possuem riscos de contaminacdo patogénica. No entanto, a reacdo inflamatoria tem sido
associada a sua biodegradagdo. As associacdes entre polimeros naturais e sintéticos tambem
estdo em analise intensa, com resultados promissores (CARREIRA et al., 2014).

O plasma rico em plaquetas (PRP) também é utilizado para reparar defeitos 0sseos,
pois contém fatores de crescimento que podem promover a diferenciacdo celular e

cicatrizagdo no local da lesdo, acelerando a reparacéo (LIM et al., 2013). O &cido polilactico
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(PLA) é atualmente o material sintético mais investigado e utilizado devido a sua
biodegradabilidade e biocompatibilidade (SHUE et al., 2012). O poli (&cido L-l&ctico)
(PLLA) é um biomaterial ndo tdxico e degradavel que tem sido amplamente utilizado como
scaffold em engenharia de tecido 6sseo. O composto nHAC/PLLA mostrou melhora na
ligagdo celular e no estimulo da proliferacdo e diferenciacdo celular devido & sua composi¢do
principal e & microestrutura hierarquica que se assemelham bastante ao do osso natural (N1U
et al., 2009).

Entre os biomateriais com potencial aplicacdo para engenharia de tecidos pode-se
destacar a celulose. A celulose é um polimero natural e hidrofilico biocompativel composto
exclusivamente por mondmeros de glicose e possui boas propriedades mecéanicas (KLEMM
2005; GANDINI 2011). Sua degradacdo extremamente lenta dentro do corpo humano
representa uma limitacdo severa para aplicacdes biomédicas mais complexas. Recentemente,
a nanofibra de celulose (NFC) atraiu muita atencéo devido a sua alta afinidade pela &gua e sua
capacidade de formar dispersGes altamente viscosas com muito baixo teor de solidos. A NFC
mostra ser uma promessa devido a sua estrutura bem definida e a possibilidade de comportar-
se como um hidrogel (BHATTACHARYA 2012; LIN 2014). Um dos métodos de preparo de
nanofibras de celulose é através da oxidagdo mediada por N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TEMPO) que gera um derivado carboxilado de celulose (TONFC) com maior solubilidade
em agua devido ao alto grau de substituicdo com grupos carboxilicos (cerca de 90%). O que
torna a TONFC interessante € que os seus derivados sdo carboxilados, com estruturas
semelhantes a carboximetilcelulose, os quais podem desintegrar-se em ambiente fisiologicos.
Em pH fisiol6gico (~7,4), cerca de 90% da celulose oxidada é solubilizada dentro de 21 dias e
convertida no sal de sddio do &cido poliglucurénico que é entdo facilmente eliminado do
corpo (SINGH, 1982).

Desta forma, aspectos importantes da utilizacdo de proteinas recombinantes humana
associadas a sistemas carreadores necessitam de maiores estudos a fim de se encontrar um
sistema apropriado que garanta um protocolo de tratamento mais adequado para a utilizacao

da técnica no reparo 6sseo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a obtencdo da rhBMP-2 na forma soluvel e
biologicamente ativa, por meio do sistema de expressdo bacteriano, para posterior utilizacéo

na imobilizacdo em suportes bioldgicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar as linhagens de E.coli BL21 (DE3) e Rosetta (DE3) pLysS para comparacao
da melhor expressdo da rhBMP-2 na forma soluvel,

- Determinar as melhores condigdes de cultivo para a produgéo da rhBMP-2;

- Comparar, otimizar e padronizar as condi¢des de purificacdo da rhBMP-2 utilizando
cromatografia de afinidade em colunas de niquel e cobalto;

- Testar a atividade bioldgica por meio de ensaio de proliferacdo e viabilidade celular,
utilizando CTM e células pré mioblésticas C2C12 de ratos;

- Realizar ensaio de atividade bioldgica com a imobilizacdo da rhBMP-2 em celulose

modificada com um grupamento maleimida (ToNFC-maleimida).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CLONAGEM DO GENE DA BMP-2 NO PLASMIDEO

A clonagem do gene que codifica a BMP-2 foi previamente realizada no Laboratorio
de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar,
em colaboracdo com a Profa Dra Heloisa Sobreiro Selistre de Aradjo.

O vetor de expressdo pET-32a(+) (Novagem, Madison, WI, USA (Fig. 12), foi
utilizado para a clonagem do gene de interesse, sob controle do promotor lac Z. Este vetor
permite a expressdo da proteina em fusdo com a proteina tiorredoxina (Trx.Tag), a qual
facilita a expressdo soltvel da proteina, e em fusdo com um peptideo N-terminal contendo a
sequéncia de 6 residuos de histidinas (6xHis-Tag™), que exerce afinidade pelos metais
utilizados em etapa posterior na purificagdo por cromatografia de afinidade.

O gene (ORF) que codifica a BMP-2 de humano foi obtido pela reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction) utilizando como DNA molde o DNA gendmico de células de
osteossarcoma humano (MG63). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) sense (5°) e
antisense (3”) foram sintetizados, tendo sua sequéncia baseada na ORF do exon 3 do gene da
BMP-2 de humano (UniProtkKB/Swiss-Prot, P12643). A proteina madura possui 113
aminoéacidos e aproximadamente 12,4 kDa que, juntamente com a proteina de fuséo, tera um
peso molecular de aproximadamente 24kDa.

O plasmideo obtido da subclonagem foi denominado rhBMP-2/32 e introduzido em

células de E.coli DH5a para propagacao.
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Figura 12. Vetor de clonagem pET-32a(+).
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4.2 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

Uma bactéria torna-se competente quando estd apta a receber o DNA exdgeno. A
competéncia de células pode ser produzida através do tratamento com solucdo de CaCl:
associado a mudancas bruscas de temperatura, 0 que altera a permeabilidade da membrana
celular, fazendo com que as células permitam a entrada do DNA ex0geno através da
membrana plasmatica.

Para verificar a expressdo e producdo da rhBMP-2 foram utilizadas duas linhagens de
E.coli , BL21(DE3) e Rosetta (DE3) pLysS . O procedimento descrito a seguir foi utilizado
para ambas as linhagens. Em um tubo falcon com capacidade de 50ml, foram adicionados
10ml de meio LB (Luria Bertani), em BL21(DE3) seguida, com o auxilio de uma alca
microbioldgica, transferiu-se uma col6nia de E. coli ao meio. O tubo foi entdo encubado a
37°C sob agitagdo (250 rpm) até atingir a D.Ossonm = 0.6. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro. O indculo foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o precipitado
celular foi ressuspendido em solucéo gelada de CaCl, 100 mM estéril. A suspenséo celular foi
mantida no gelo por 20 minutos e apos esse periodo as células foram centrifugadas por 5
minutos sob a mesma condigéo (4°C, 3000 rpm) e desprezado o sobrenadante. O precipitado
foi ressuspendido novamente em solugdo CaCl> 100 mM, obtendo-se finalmente células
competentes que foram mantidas no gelo até a utilizacdo para reacdo de transformacéo

4.3 TRANSFORMACAO DE CELULAS COMPETENTES

Apos a preparacdo um volume de 50 ul de células competentes foram incubadas com o
DNA plasmidial rhBMP-2/32 (3 ul). Em seguida, as células com o DNA foram incubadas no
gelo por 30 minutos e submetidas a choque térmico em banho maria por 2 minutos a 42°C,
retornando ao gelo por mais 2 minutos. Ao microtubo, foram adicionados 200 ul de LB (4
vezes 0 volume de células competentes) e a suspensao celular foi incubada por 1 hora a 37°C
sob agitacdo (250 rpm). Apos a incubacdo, 50 ul da cultura foram semeadas em placa de petri
contendo meio sélido LB suplementado com ampicilina (100 pg/ml). A placa semeada foi
entdo incubada por um periodo de 16 horas em estufa microbiologica a 37°C. Esta etapa foi
realizada previamente com células competentes de E. coli BL21(DE3) e posteriormente

repetida utilizando-se células competentes de E.coli Rosetta (DE3) pLysS.
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4.4 EXPRESSAO DA rhBMP-2

Para expressdo da proteina recombinante, nas duas linhagens de E. coli utilizou-se o
mesmo protocolo. E. coli BL21(DE3) transformadas com o plasmideo de interesse foram
cultivadas em dois inéculos com 10 ml de meio LB estéril contendo 100 pg/mL de
ampicilina. Em seguida, os dois in6culos foram mantidos sob agitagdo de 250 rpm a 37°C por
16 horas. Ao fim deste periodo, cada cultura foi diluida em um frasco erlenmeyer contendo
250 ml de meio LB com antibiotico. Apés a diluicdo as culturas foram mantidas na mesma
condicdo citada acima até atingirem a D.Ogsonm =~ 0.6 2 0.7.

Apos atingirem a D.O adequada, retirou-se uma aliquota de 1 ml de cada uma das
culturas (TO = tempo zero, antes da indu¢do) que foram centrifugadas por 5 minutos a 13.000
rpm. Em seguida o precipitado celular foi ressuspendido em 50 ul de agua autoclavada,
adicionados 25 pul do tampao da amostra contendo B-mercaptoetanol e as amostras foram
reservadas para posterior analise em eletroforese de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A
uma das culturas, foi entdo adicionada 1 mM de IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo) e
mantida a 20°C por 16 horas sob agitacio de 250 rpm. A outra cultura, foi também adicionada
IPTG na mesma concentracdo e mantido a 37°C por 3 horas sob agitacdo de 250 rpm. Ap6s 0
periodo de inducdo retirou-se uma aliquota de 1 ml de cada uma das culturas (T3, T16 = trés e
dezesseis horas apés a inducdo, respectivamente), que foram centrifugadas a 13000 rpm por 5
minutos. Os sobrenadantes foram entdo descartados e os precipitados ressuspendidos com 50
ul de agua autoclavada e 25 pl de tampao da amostra contendo [3-mercaptoetanol. As amostras
foram também reservadas para andlise por SDS-PAGE. Posteriormente, culturas foram
centrifugadas a 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C (Sorvall® RC 5C Plus). Apds a centrifugacgao,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado celular mantido a 20°C até a etapa de lise
celular pelo método de rompimento por sonicacao.

Para realizacdo da lise celular, o precipitado foi ressuspendido em 12,5 ml de tampéo
A (Imidazol 5mM, NaCl 0,5M, Tris 20 mM, pH 7.9) e submetido a sonicacdo. Foram
realizados 6 pulsos de 1 minuto com intervalo de 30 segundos entre os pulsos, com amplitude
de 20%. O lisado celular foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Uma aliquota
da fracdo sollvel (sobrenadante) e da fracdo insoluvel (precipitado celular) foi retirada e
tratada com tampdo da amostra para analise por SDS-PAGE.

Com o propdsito de analisar qual linhagem bacteriana promoveria melhor expressao
da proteina alvo, para fins comparativos, o processo foi repetido posteriormente utilizando-se

E. coli Rosetta (DE3) pLysS submetida a expressao sob temperatura de 20°C por 16 horas e
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agitacdo de 250 rpm, visto que, de acordo com resultados prévios analisados na expresséo
utilizando E. coli BL21 (DE3), esta temperatura favoreceu a expressdo da proteina. A lise
celular da cultura de E. coli Rosetta (DE3) pLysS foi realizada como descrita anteriormente,
porém utilizando tampdo PBS 1X, tampdo este utilizado também em etapa de otimizacéo da

purificagéo.

45 PURIFICACAO DA rhBMP-2

As fragBes sollUveis contendo a proteina recombinante foram purificadas por
cromatografia de afinidade (IMAC), utilizando resinas contendo Ni?* (niquel) e Co?* (cobalto)
para verificarmos qual delas permite uma melhor purificacdo parcial. Previamente, a
purificacdo foi realizada a partir do sobrenadante de rhBMP-2 obtidas através da expressao
em E. coli BL21 (DE3) sob determinadas condigdes e, posteriormente, testadas outras
condigBes com a finalidade de otimizar o processo.

Inicialmente, as colunas contendo as resinas foram lavadas com 20 CV (volume da
coluna) de agua Milli-Q e equilibrada com 10 CV de tampéo A (imidazol 5 mM, NaCl 0,5 M,
Tris 20 mM, pH 7.9). Um volume de 5 ml da fragdo sollvel foi aplicado e a resina,
ressuspendida. Depois que a resina foi sedimentada novamente, foram recolhidas as fragdes
das proteinas ndo ligantes (void). Em seguida foi realizada a lavagem com 20 CV de tampéo
A e a eluicdo das proteinas foi realizada pela adicdo de 2 CV de Tampéao B (tampdo A
acrescido com diferentes concentragdes de imidazol: 50 mM, 150 mM, 250 mM e 500 mM).
Para cada concentracdo de Imidazol foram coletadas fracdes de 0,5 ml. De cada fracéo
retirou-se uma aliquota de 10 pl onde foram adicionados 5 ul de tamp&o da amostra contendo
[-mercaptoetanol, para posterior analise por SDS-PAGE.

Para a otimizacdo da purificacdo alguns ajustes foram realizados com a finalidade de
obtencdo de uma proteina com grau de pureza maior. No entanto, adotou-se o uso de um
volume maior de resina, que passou de 1 ml para 3 ml, com o intuito de aumentar a retengéo
de proteinas. O tampdo de equilibrio (A) foi substituido, primeiramente por PBS 1x,
posteriormente por PBS 1x + imidazol 25 mM e, finalmente, por PBS 1x + imidazol 10 mM.
Na tentativa de reter a menor quantidade de residuos na coluna, foi padronizada em trés vezes
as etapas de lavagens com o tampé&o de equilibrio, apds a aplicagdo da proteina. As eluicdes
adotadas para as proximas purificacdes continuaram sendo compostas pelo referido tampéo B,

porém apenas nas concentracdes de imidazol a 250 mM e 500 mM.
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Apos a etapa cromatografica, as fracfes contendo a rhBMP-2 parcialmente purificadas
foram dialisadas contra tampdo PBS 1X para retirada do imidazol e a concentracdo da
proteina foi determinada pelo método de BCA (Acido Bicinconinico) de acordo com o

manual do kit do fabricante.

4.6 ENSAIO DE IMUNODETECCAO

Apos a visualizacdo da banda de tamanho de 24 kDa correspondente a rhBMP-2
associado a tiorredoxina e a cauda de histidina, foi realizado ensaio de imunodeteccdo com a
finalidade de confirmar a producdo da rhBMP-2 em fusdo N-terminal com a proteina
tiorredoxina, juntamente com 6 residuos de hisitidina (6x His-Tag™.). As amostras foram
separadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15% e eletrotransferidas para membrana
de nitrocelulose pelo sistema de transferéncia semi seco (Transblot SD Semi-Dry Transfer
Cell Bio- Rad). Em seguida, a membrana foi submetida a bloqueio de sitios inespecificos em
tampdo TBS 1X (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) com 5% de leite desnatado, por
um periodo de 16 horas a 4°C. Apds o bloqueio a membrana foi lavada trés vezes por 5
minutos, sob agitagdo suave, com TBS 1x contendo TWEEN-20 0,05%. Depois de lavada a
membrana foi incubada com anticorpo conjugado monoclonal anti poli hisitidina 1: 2000
(Anti-poly Histidine — Alcaline-Phosphatase, anti-mouse -Sigma-Aldrich) por 2 horas.
Posteriormente, a membrana foi novamente lavada trés vezes e a revelacdo foi realizada
incubando-se a membrana em tampdo para fosfatase alcalina (AP-buffer: Tris-HCI 0,1 M pH
9,5, NaCl 0,1M, MgCl, 5 mM) contendo substrato BCIP / NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato / nitro azul tetrazolio). A reacdo foi interrompida pela lavagem com &gua pura
(Sistema Milli-Q).

4.7 ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a atividade bioldgica da rhBMP-2, foi realizado o ensaio de proliferacéo
celular pelo método de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5- diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue). O método de MTT detecta o crescimento celular por meio da funcéo
mitocondrial, ou seja, baseia-se na habilidade da enzima mitocondrial desidrogenase,
encontrada somente em células vidveis, em clivar os anéis de tetraz6lio do MTT, formando

cristais azuis escuros de formazan, os quais sdo impermeaveis as membranas celulares,
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ficando entdo retidos no interior das células vidveis. Os cristais sdo solubilizados em
isopropanaol e em seguida é realizada a leitura da absorbancia. O nimero de células viaveis é
diretamente proporcional ao nivel de cristais de azul de formazan solubilizados. Para os
experimentos com a rhBMP-2 foram utilizadas 2 linhagens celulares, células tronco
mesenquimais (CTMs) de ratos e C2C12 (ATCC® CRL-1772™), A linha celular C2C12 é
um subclone da linha celular mioblastica de rato e diferencia-se rapidamente, formando
miotubos contracteis e produzindo proteinas musculares caracteristicas. O tratamento com a
rhBMP-2 causa uma mudanca na via de diferenciacdo de mioblasto para osteoblasto
(KATAGIRI et al., 1994).

As CTMs foram extraidas da medula dssea de fémur de rato, pela Prof*® Dra Monica
Rosas da Costa lemma e pela técnica do laboratério LECER, Renata Aquino. Os animais
utilizados para a obtencdo dessa linhagem foram gentilmente doados pelo Prof Dr Nivaldo
Parizotto, do PPGB-UNIARA. O cultivo das células foi realizado em meio a-MEM
(Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification), suplementado com 10% de FBS.
Apods a terceira passagem, as células foram semeadas na placa de 96 pocos na concentracdo de
1x103 células/poco em quadruplicata, e mantidas em estufa a 37°C em contendo o-MEM 10%
de FBS. O tempo de incubacdo com a rhBMP-2 nesta cultura foi de 4 dias. O meio de cultura
foi removido e aos pogos foi adicionado um volume de 50 pl de solugdo MTT (5mg/ml em
PBS1X), a placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Ap6s o periodo de incubacgdo a
solucdo com MTT foi removida e adicionado um volume de 100 pl de isopropanol para
solubilizacdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi verificada em leitor de placa Spectra
Max i3 (Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados desse Unico
experimento foram apresentados em gréafico de barras utilizando programa Excel.

Para o ensaio com as células C2C12 o protocolo foi diferente, as células foram
semeadas em placa de 96 pocos na concentracdo de 5x10° células/poco em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% FBS e mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO. por 24 horas. Apoés o cultivo de
24 horas o meio de cultura foi removido e foi adicionado um volume de 100 pl de meio
DMEM contendo 0,5% de FBS com ou sem rhBMP-2 (0,15ug, 0,3pg, 0,5 pg e 150ug/poco),
além de um controle positivo contendo 10% de FBS. O tempo de incubag¢do com a rhBMP-2
foi de 24 horas. Este protocolo foi disponiblizado pela doutoranda Tais Marolato Danilucci,
do LBBM- DCF/ UFSCar. Apos a incubagcdo com a rhBMP-2 ou ndo, foi adicionado em cada
poco 20 ul de solucdo MTT e a placa foi incubada por 3 horas e meia a 37°C. Em seguida o

meio foi removido e um volume de 100 pl de isopropanol foi adicionado. A placa ficou sob
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suave agitagdo por 10 minutos e em seguida com a micropipeta fez-se a solubilizagdo dos
cristais de formazan. A absorbancia foi verificada em leitor de placa Spectra Max i3
(Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm. Este experimento foi repetido duas
vezes. Os valores obtidos da absorbancia foram m mostrados em gréafico de barras utilizando
o0 programa Graph Pad Prisma. Para analise estatisica dos dados foi utilizado o teste One Way
Anova com a corre¢do de Bonferroni (Bonferroni’s Multiple Comparison Test). Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

48 ENSAIO DE PROLIFERECAO CELULAR UTILIZANDO A rhBMP-2
IMOBILIZADA NA SUPERFICIE DE CELULOSE MODIFICADA

A celulose quimicamente modificada com o grupamento quimico maleimida e ligada
com a rhBMP-2 utilizada neste experimento foi cedida pela Prof Dra Eliane Trovatti do
PPGB/UNIARA pertencente ao grupo BiopolMat. A celulose foi obtida em experimento
descrito detalhadamente segundo estudo publicado (TROVATTI et al., 2016). A rhBMP-2 foi
imobilizada na superficie da TONFC-maleimida através da ligagdo do enxofre (SH) contido na
tiorredoxina fusionada na rhBMP-2 com a ligagdo dupla da maleimida, conforme
representado na Figura 13.

Para os experimentos de proliferacdo e viabilidade celular, foi utilizada células C2C12
seguindo o protocolo descrito anteriormente no item 4.7, com pequenas modificagoes.
Inicialmente o fundo dos pogos de uma placa de 96 pocos foram preenchidos com celulose
modificada e tratada ou ndo com a rhBMP-2. Em seguida a placa ficou sob radiacdo da luz
UV em fluxo laminar por 30 minutos para a esterilizacdo da celulose. Apés a irradiacdo foram
semeadas 5x10° células/pogo/100pl, em meio cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) acrescido com penicilina e estreptomicina 10U/mL, suplementado com 0,5% de
FBS e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 24
horas. Apos o periodo de incubacéo, foi adicionado aos pogos 20 pl de solugdo MTT 5 mg/ml
em PBS1X em cada poco e a placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Ap0s o periodo
de incubagdo com o MTT o meio foi removido e foi adicionado um volume de 100 pl de
isopropanol, a placa foi agitada por 10 minutos e em seguida foi realizada a ressuspensao com
a micropipeta para solubilizagéo dos cristais de formazan. Cada ressuspensdo foi transferida
em um volume de 50 pl para outro poco e, entdo, a absorbancia foi verificada em leitor de

placa Spectra Max i3 (Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm.
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Figura 13. Reacdo do enxofre (SH) com a ligacdo dupla da maleimida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPRESSAO DA rhBMP-2

A rhBMP-2 esté apta para uso quando expressa na forma soltvel, formando dimeros
através de ligacdes dissulfeto intercadeias e, consequentemente possuindo atividade biologica.
As principais desvantagens no uso de E.coli como sistema de expressdo incluem a inabilidade
da bactéria em realizar modificacGes pds-traducionais que ocorrem em eucariotos, a auséncia
de um mecanismo de secrecdo da proteina alvo para o meio de cultura, o que acarreta sua
producdo na forma insollvel na forma de corpos de inclusdo e a limitada habilidade de
promover a formacdo de pontes dissulfeto, essenciais para a atividade bioldgica da proteina
(GOPAL, 2013). A maioria dos estudos (LONG et al., 2005; SHARAPOVA et al., 2010;
ZHANG et al., 2011; RETNONINGRUM, et al., 2012) relatam a producdo de rhBMP-2 na
forma insolavel, sendo necessario o processo de refolding para tornar a proteina
biologicamente ativa, 0 que poderia gerar maior gasto, além de menor rendimento do produto.
Estudos que visem a produgdo da rhBMP- 2 buscam resultados que otimizem a producéo
dessas proteinas e as torne acessivel a populacdo. Contudo, em nosso trabalho, utilizamos um
método no qual conseguimos expressar a rhBMP-2 na forma sollvel, ou seja, sem a
necessidade de refolding, traduzindo-se em um método econdmico de obtencdo da proteina.
Neste trabalho, foi utilizado o plasmideo pET-32a(+), que permite a expressdo da proteina em
fusdo com a tiorredoxina (Trx.Tag), a qual facilita a expressao sollvel da proteina alvo. Para a
expressao da rhBMP-2, inicialmente, foi utilizada a linhagem de E.coli BL21(DE3),
especificamente construida para transformacéo e expressdo em niveis elevados de proteinas
recombinantes, sob controle do operon lac. De acordo com os resultados, analisados por SDS-
PAGE, as condi¢cfes de expressao e lise possibilitaram a producdo da proteina de interesse,
que foi obtida preferencialmente a 20°C e em maior proporcdo na forma solavel, apds
indugdo com IPTG 1mM por 16 horas (Fig. 14). Uma andlise por SDS-PAGE das proteinas
intracelulares totais mostrou a presenca de uma banda de proteina de aproximadamente 24
kDa, que se assemelha ao tamanho da rhBMP-2 em fusdo com tiorredoxina adicional e 6 x
His-Tag™.
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Figura 14. SDS-PAGE: Expressao e Solubilidade da rhBMP-2 produzida em E. coli BL21(DE3) BMP-
2/32. As culturas celulares (250ml) foram induzidas com 1mM de IPTG por 16 horas e 3 horas, a 20 e 37°C
ambas sob agitacdo (250rpm). Apos a indugdo as culturas foram centrifugadas, ressuspendidas em tampao
binding buffer 1X e lisadas por meio de sonicacdo. O lisado celular foi centrifugado para a obteng8o das fracfes
soltvel e insollvel kDa-padrdo de peso molecular (66-45-29-20-14); Pocos 1 e 2: Conte(ido proteico antes e
depois da inducdo a 20°C respectivamente; Pogos 3 e 4: Contelido proteico da fragdo sollvel e insolGvel
respectivamente. Pocos 6 e 7: Contelido proteico antes e depois da indugdo a 37°C. Pocos 8 e 9: Contelido
proteico da fragdo sollvel e insollvel respectivamente.

2 8 & 8

20°C 37°C

Fonte: Proprio autor.

O sucesso na expressdo de proteinas eucaridticas utilizando-se sistema procarioto
depende de diversos fatores como a concentracdo do indutor, a temperatura de expressao, o
vetor utilizado e a linhagem bacteriana (GOPAL, 2013).

As condi¢bes de cultivo desempenham um papel chave no enovelamento das
proteinas, ou seja, temperaturas mais baixas sdo normalmente mais eficazes do que
temperaturas mais altas (CHEN, 2006). Desta forma, a diminuicdo da temperatura
provavelmente permitiu que a proteina tivesse um tempo maior para alcancar suas estruturas
terciarias e quaternarias, favorecendo o seu dobramento correto (SCHEUFLER et al., 1999).

De acordo com os resultados obtidos na expresséo utilizando E. coli, BL21(DE3) e na
tentativa de otimizacdo da expressdo da rhBMP-2 soluvel e com maior rendimento, o
processo de expressdo foi repetido utilizando E. coli Rosetta (DE3) pLysS, para efeito de
comparacao de eficacia. Porém, depois de constatado que a expressdo em baixas temperaturas
foi favoravel a sua solubilidade, a expressdo realizada com E. coli Rosetta (DE3) pLysS foi
realizada apenas a 20°C, sob indugdo com IPTG por 16 horas (Fig. 15).
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Figura 15. SDS-PAGE: Expresséo e Solubilidade da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta(DE3)pLysS
BMP-2/32. A cultura celular (250ml) foi induzida com 1mM de IPTG por 16 horas a 20°C sob agitagdo
(250rpm). Apos a inducdo a cultura foi centrifugada, ressuspendida em tampdo PBS 1X e lisada por meio de
sonicacdo. O lisado celular foi centrifugado para a obtencdo das fragdes sollivel e insolivel. kDa-padrao de peso
molecular (66-45-29-20-14); Pogos 2 e 3: Contelido proteico antes e depois da inducio a 20°C respectivamente;
Pocos 4 e 5: Conteldo proteico da fracdo insoltvel (precipitado) e sollvel (sobrenadante), respectivamente.

kDa 1 2 3 4 5

e

Y
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com os resultados da expressao realizada a 20°C e lise obtidas utilizando E.
coli Rosetta (DE3) pLysS, analisados por SDS-PAGE (Fig.15), foi constatado um aumento na
expressao da proteina na forma soltvel, quando comparados aos resultados obtidos na
expressdo realizada com E. coli BL21(DE3).

A linhagem Rosetta (DE3) pLysS é derivada da BL21 e tem a capacidade propiciar um
aumento da expressdo de proteinas eucaridticas que contém codons raros para E.coli. A
suplementacéo de tRNAs para cddons AGG/Arg, AGA/Arg, AUA/lle, CUA/Leu, CCC/Pro, e
GGA/Gly é fornecida pelo plasmideo pLysS RARE, que permite a expressdo de proteinas em
cuja sequéncia codificante estes codons estejam presentes. Também é responsavel por
expressar a lisozima T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase. Esta inibicdo é
importante em sistema pET pois suprime possiveis expressdes basais, estabilizando assim os
plasmideos recombinantes que codificam proteinas prejudiciais ao crescimento celular e a sua
viabilidade. Estes fatores podem ter contribuido para o maior rendimento da proteina obtida
na forma solivel (NOVAGEN, 2017).

O uso de E. coli como biofabrica apresenta varias vantagens que as tornam a principal
fonte de proteinas recombinantes. Além de apresentar seu genoma conhecido, seu cultivo é
facilmente mantido e economicamente viavel para a producdo em larga escala. Hoje estdo
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disponiveis varios sistemas de expressdao e linhagens geneticamente modificadas desta
bactéria, para suprir as diversas condigdes de expressdo recombinante. Entretanto, fatores
inerentes a fisiologia da E. coli como a limitada capacidade de realizar modificagdes pos
traducionais, a falta de um mecanismo de secrecdo para a liberacdo da proteina no meio de
cultura e a capacidade limitada para facilitar a formacgéo de ligacdes dissulfeto, dificultam
alguns processos necessarios para a expressao, principalmente quando o objetivo é a
expressao de proteinas eucaridticas, além de acarretar auséncia de atividade bioldgica
(WANG et al., 2005).

O plasmideo pET-32a(+), escolhido como vetor de clonagem neste trabalho, permite
fusdo com a proteina tiorredoxina (TrxA). A TrxA possui 11,7 kD e é encontrada em
bactérias, leveduras, plantas e mamiferos, e é caracterizada como um doador de hidrogénio
para a ribonucleotideo redutase, enzima essencial que proporciona desoxirribonucleotideos
para a replicacdo do DNA (HOLMGREN, 1989). Quando superexpressa em E. coli, a TrxA
pode resultar em aumento da solubilidade da proteina. O sucesso com relacdo a solubilidade
da rhBMP-2 neste trabalho, pode ser atribuido a este fator.

A otimizacdo da producdo de proteinas recombinantes baseia-se em protocolos
adaptados para cada proteina. Fatores como o vetor de clonagem, as linhagens bacterianas e
as condicdes de cultivo utilizados neste trabalho foram imprescindiveis para os resultados
positivos obtidos na expressao da rhBMP-2. Neste sentido, é valido o estudo aprofundado da

proteina alvo, a fim de se encontrar os melhores parametros para a sua producéo.

PURIFICACAO DA rhBMP-2

A purificacdo da BL21 (DE3) BMP-2/32 realizada em coluna contendo resina de
cobalto resultou em fracGes com menor presenca de contaminantes (Fig 16.B) quando
comparados a fragdes obtidas na mesma condigdo purificadas em coluna contendo resina de
niquel (Fig 16.A), porém, os resultados foram bastante comparativos. Além do mais,
observou-se que elui¢cBes & 250 mM e 500 mM de imidazol garantiram maior vantagem com
relacdo as outras eluigdes, visto que essas concentragcGes permitiram a obtencdo de uma

proteina contendo menos residuos e em quantidade consideravel.
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Figura 16. SDS-PAGE: Purificacdo da rhBMP-2 produzida em E. coli BL21(DE3) BMP-2/32 (= 24KDa)
por cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel (A) e cobalto (B), respectivamente, pré
equilibrada com tampdo A. A eluicdo foi realizada com diferentes concentragdes Imidazol (Tampdo A +
Imidazol, 50-250mM). kDa-padrdo de peso molecular (66-45-29-20-14); Poco 1: Fragédo solivel (pré coluna);
Poco 2: proteinas ndo ligantes (Void); Pogo 3: lavagem; Pocos 4 e 5: fragfes eluidas com 50mM de Imidazol, ;
Pocos 6 e 7: fragdes eluidas com 150mM de imidazol; Pogos 8 e 9: fragdes eluidas com 250mM de imidazol.

A Niquel

Fonte: Proprio autor.

A partir dos resultados demonstrados anteriormente (Fig. 16) e com o intuito de se
obter uma proteina recombinante com grau de pureza satisfatorio para os ensaios biologicos,
algumas alteracOes foram realizadas para as purificacbes posteriores. O processo de
purificacdo foi prosseguido em coluna contendo niquel, pois tanto coluna contendo niquel
como cobalto permitiram resultados comparaveis de uma proteina parcialmente purificada. O
volume da resina passou de 1 ml para 3 ml, visando reter mais proteina imobilizada na coluna.
De acordo com os dados da etapa anterior, foram adotados apenas elui¢cdes de 250 mM e 500
mM de imidazol, as quais apresentaram um grau maior de pureza da proteina associado a um
rendimento consideravel. Na tentativa de reter menos impurezas ligadas a resina, foi
padronizado trés lavagens e o tampdo de equilibrio utilizado nesta etapa, antes da aplicacéo
das eluicdes, foi o PBS 1x.
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Figura 17. SDS-PAGE: Purificacdo da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta (DE3) pLysS BMP-2/32 (=
24KDa) por cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel pré equilibrada com tampdo PBS 1x. A
eluicdo foi realizada com diferentes concentra¢des Imidazol (Tampédo PBS + Imidazol, 250mM e 500mM). kDa-
padrdo de peso molecular (66-45-29-20-14); Poco 1: Fracdo sollvel (pré coluna); Pogo 2: proteinas ndo ligantes
(Void); Pogo 3: lavagem; Poco 4: fracdo eluida com 250mM de Imidazol, ; Pogo 5: fracdo eluida com 500mM
de imidazol.
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados obtidos na purificacdo anterior (Fig.17) mostraram que a proteina
purificada ainda apresentava uma quantidade consideravel de contaminantes. No entanto,
novas adaptacdes foram realizadas na tentativa de reduzir ainda mais a proporcdo desses
contaminantes. Nesse sentido, foi realizada adi¢do de imidazol ao tampdo de equilibrio PBS
1x para que proteinas fracamente ligadas se desligassem da coluna. Ao tampdo de equilibrio
PBS (1x) foi adicionado, primeiramente 25 mM de imidazol, o que acabou acarretando
desprendimento demasiado da proteina de interesse e, consequentemente, perda desta em
grande proporcao (Fig 18. A). No entanto, na tentativa de aumentar a quantidade de proteina
obtida, porém, com menos contaminantes, a concentracdo de imidazol no tampdo de
equilibrio PBS 1x foi reduzida a 10mM. Através dos resultados analisados por SDS-PAGE, a
fragdo de rhBMP-2 purificada em coluna equilibrada com tampéo PBS 1x adicionado a 10
mM de imidazol, a rhBMP-2 pdde ser finalmente obtida contendo menos contaminantes,

associado a aumento da quantidade final da proteina (fig. 18. B).
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Figura 18. SDS-PAGE: Purificacdo da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta (DE3) pLysS BMP-2/32 32
(= 24KDa) por cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel pré equilibrada com tamp&es A: PBS
1x + Imidazol 25mM. e B: PBS 1x + Imidazol 10mM. As eluicBes foram realizadas com diferentes
concentragdes (Tampdo PBS + Imidazol, 250 e 500 mM). kDa-padrdo de peso molecular (66-45-29-20-14);
Poco 1: Fracao solGvel (pré coluna); Pogo 2: proteinas ndo ligantes (Void); Pogo 3: lavagem; Poco 4: fragGes
eluidas com 250mM de Imidazol, ; Pogo 5: fracdo eluida com 500mM de imidazol.

A B

Fonte: Proprio autor.

A solubilidade da proteina foi um fator determinante na elaboracéo de protocolos para
a purificacdo. O método de purificacdo escolhido, a cromatografia de afinidade por metal
imobilizado (IMAC), apresentou resultados positivos, uma vez que as rhBMP-2 ligada a
6xHis-Tag™, apresentaram consideravel afinidade pelo niquel e cobalto imobilizados nas
resinas da coluna. Este método de purificagdo foi escolhido, visando a obtencdo de um
método pratico e economicamente viavel para a producdo da rhBMP-2.

A escolha pela etiqueta de poli-histidina foi baseada no sucesso em sua utilizacéo,
devido a sua alta afinidade a ions de metais de transicdo (CO?*, Ni%*, Cu?*, Zn?") e a0 seu
tamanho reduzido (variando de 2 a 10 residuos). O tamanho da etiqueta de histidina obtida
com o uso do vetor pET é de 6 residuos. Devido ao seu tamanho reduzido, esta etiqueta
raramente interfere na conformacao e na atividade bioldgica da proteina alvo (TERPE, 2003).

Neste estudo, o interesse foi encontrar meios para a obtencdo de uma proteina mais
pura, ndo focando a obtencdo de grandes quantidades da proteina. No entanto, através do
método utilizado de purificacdo por IMAC e das otimizacGes realizadas, conseguimos obter
uma proteina cada vez mais pura, utilizando-se meios economicamente viaveis para a
obtencdo da proteina, o que pode servir como direcionamento em futuras praticas para a
obtencdo da proteina alvo. Posteriormente, a producdo poderd ser direcionada a partir do
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presente método visando o aumento do rendimento da proteina, com foco em possivel

aplicacdo comercial.

IMUNODETECCAO

Anélise das amostras purificadas da rhBMP-2 submetidas & ensaio de imunodeteccéo
por Western-Blotting demonstraram a presenca de uma banda com peso molecular estimado
em aproximadamente 24 kDa, que é similar ao tamanho esperado da proteina em fusdo com
Trx.Tag e 6xHis-Tag™. Sendo assim, o anticorpo conjugado monoclonal Anti-poly Histidine
— Alcaline Phosphatase, usado neste método como anticorpo detector, revelou a presenca da

rhBMP-2 em todas as amostras testadas.

Figura 19. Western Blotting, das frac¢bes purificadas de rhBMP-2. Marcador de tamanho molecular (kDa)
(Precision Plus Protein ™ Standards Dual Color, Bio-Rad). Pocos 1, 2 e 3: amostras de rhBMP-2 expressas em
E. coli BL21 (DE3) e Rosetta (DE3) pLysS purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel (=
24 kDa).

Fonte: Préprio autor.

ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de proliferagdo celular foi realizado utilizando-se 0 método de MTT, que
quando reduzido, formam cristais de formazan, sendo a sua formagdo diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular. Através dos resultados obtidos,
observamos que as rhBMP-2 purificadas tanto em coluna de niquel como de cobalto, foram

capazes de induzir a proliferacdo celular em células CTM, sendo que a proliferacdo se
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mostrou mais significativa na proteina purificada em coluna de niquel, uma inducdo de 112%

da proliferacdo em relacdo as células ndo tratadas com a proteina (Fig. 20).

Fig. 20. Ensaio de proliferacéo e viabilidade celular (MTT) em CTM. Analisado por espectrofotometria
(D.0=570nm). Valores em porcentagem. Proliferacdo celular em CTM induzidas por rhBMP-2 purificadas em
coluna de cobalto e niquel; DMEM + 0,5% FBS, DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(50ug) cobalto, DMEM +
0,5% FBS + rhBMP-2(50pg) niquel, DMEM + 10% FBS, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

Em ensaio realizado posteriormente utilizando-se células C2C12 tratadas com
diferentes concentragbes de rhBMP-2 purificadas em coluna de niquel, foi possivel verificar
significativa proliferacdo celular em todas as concentracgdes testadas (0,15ug, 0,3ug, 0,5ug e
150ug) sendo que na concentracdo de rhBMP-2 de 150ug, a proliferacdo foi mais expressiva,

traduzindo-se em um aumento de 70% na proliferacdo celular em relacdo as células nédo

tratadas com a proteina (Fig. 21).

Fig. 21. Ensaio de proliferacdo e viabilidade celular (MTT) em células C2C12. Analisado por
espectrofotometria (D.0O=570nm). Valores em porcentagem. Proliferacdo celular em C2C12 induzidas por
rhBMP-2 purificadas em coluna de niquel; DMEM + 0,5% FBS, DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,15u9),
DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,3ug), DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,5ug), DMEM + 0,5% FBS +
rhBMP-2(150ug), DMEM + 10% FBS, respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.
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ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR UTILIZANDO A rhBMP-2
IMOBILIZADA NA SUPERFICIE DE CELULOSE MODIFICADA

Em ensaio de proliferagdo celular utilizando o método MTT, foi observado maior
proliferacdo celular em células C2C12 tratadas com gel contendo celulose modificada
associada a rhBMP-2, quando comparada a proliferacdo destas células na presenca apenas da
celulose modificada (Fig. 22). Os resultados deste experimento sdo representados na Figura
22, na qual o crescimento celular na presenca apenas da celulose modificada foi considerado
100% e na presenca da celulose contendo rhBMP-2 imobilizada o crescimento foi 54 %
maior, ou seja 154%. Este resultado é indicativo da acdo da proteina, que pode ser
considerada um promissor fator de crescimento para utilizacgio em modificacdo de

biomateriais para estimulo de crescimento celular.

Fig. 22. Ensaio de proliferagdo e viabilidade celular (MTT) utilizando a rhBMP-2 imobilizada na
superficie de celulose modificada. Valores em porcentagem. Proliferacdo celular em C2C12 induzidas por
rhBMP-2 purificada em coluna de niquel;, DMEM + 0,5% FBS + celulose modificada + células C2C12 e
DMEM + 0,5% FBS + celulose modificada com rhBMP-2 + células C2C12, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.
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6 CONCLUSOES

* De acordo com os resultados foi possivel a producdo da rhBMP-2 em sistema
bacteriano na forma solivel em ambas linhagens utilizadas, tanto em E. coli BL21 (DE3)
como em Rosetta (DE3) pLyS, sendo que a expressdo foi mais pronunciada nesta ultima
linhagem na temperatura de 20°C;

* O grau de pureza obtido na purificacdo por IMAC foi satisfatorio, apds as condicbes
testadas de purificagéo;

* 0O ensaio de imunodeteccado, confirmou a producdo da proteina recombinante.

* Os resultados do teste da inducdo da rhBMP-2 sobre a proliferacdo celular em
células C2C12 e CTMs, ambas de ratos, comprovou a atividade bioldgica da proteina;

* O resultado de indugdo da proliferacdo celular sobre células C2C12 utilizando
celulose modificada associada a rhBMP-2 comprovou a eficdcia da técnica de imobilizagdo da
proteina, na forma como foi produzida, em um biopolimero com potencial uso na medicina

regenerativa.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

* Ensaios da diferenciacdo celular em CTMs de humanos;

* Clivagem da rhBMP-2 em fusdo com Trx e His Tag através da enzima enterokinase;

* Utilizacdo da proteina em diferentes suportes bioldgicos desenvolvidos pelo grupo
BioPolMat da UNIARA, para funcionalizacdo desses suportes no processo de celularizagéo e

posterior uso na medicina regenerativa.



43

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDIA, D. C.; CERRI, P. S.; SPOLIDORIO, L. C. Tecido ésseo: aspectos morfoldgicos e
histofisiologicos. Rev. de Odontologia da UNESP, 35(2); 191-98, 2006.

AUBIN, J. A,; TURKSEN, K.; HEERSCHE, J. N. M. Osteoblastic cell lineage. In: Edt. Noda,
M., Cellular and Molecular Biology of Bone, Academic Press, San Diego, 2-45, 1993.

BAUER, T. W.; MUSCHLER, G. F. Bone graft materials: an overview of the basic science.
Clinical Orthopaedics, Philadelphia, v.371, p.10-27, 2000.

BEGAM, H.; NANDI, S. K.; KUNDU, B., et al. Strategies for delivering bone morphogenetic
protein for bone healing, Mater. Sci. Eng., C, http:// dx.doi.org/10.1016/j.msec.2016.09.074.
(In Press), 2016.

BESSA, P. C.; CASAL, M.; REIS, R. L. Bone morphogenetic proteins in tissue engineering:
the road from the laboratory to the clinic, part I (basic concepts), J. Tissue Eng. Regen. Med.
2; 1-13, 2008.

BESSA, P. C.; PEDRO, A. J.; KLOSCH, B., et al. Osteoinduction in human fat-derived stem
cells by recombinant human bone morphogenetic protein-2 produced in Escherichia coli.

Biotechnol. Lett. 30, 15-21; 2008.

BHATTACHARYA, M. Nanofibrillar cellulose hydrogel promotes three-dimensional liver
cell culture. J Controll Release 164:291-298, 2012.

BISPO, L. B. O uso da proteina recombinante no aumento 6sseo em Implantodontia. Rev.
bras. odontol., Rio de Janeiro, v. 72, n. 1/2, p. 30-6, jan./jun. 2015.

BODEN, S. D. The ABCs of BMPs. Orthop Nurs; 24: 49-52; quiz 53-4, 2005.

BONEWALD, L. F. The amazing osteocyte. J Bone Miner Res. Feb;26(2):229-38, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21254230

44

BOSTROM, M. P; ASNIS, P. Transforming growth factor beta in fracture repair. Clin
Orthop Relat Res. Oct;(355 Suppl):S124-31, 1998.

BRESOLIN, I. T. L.; MIRANDA, E.A.; BUENO, S. M. A. Cromatografia de afinidade por
ions metélicos imobilizados (IMAC) de biomoléculas: aspectos fundamentais e aplicagdes
tecnoldgicas. Quim. Nova, S&o Paulo, v. 32, n. 5, p. 1288-1296, 20009.

CARREIRA, A. C.; LOJUDICE, F. H.; HALCSIK, E., et al. Bone morphogenetic proteins:

facts, challenges, and future perspectives. Journal of dental research. 93(4):335-45, 2014.

CELESTE, A. J.; IANNAZZI, J. A.; TAYLOR, R. C,, et al. Identification of transforming
growth factor beta family members present in bone-inductive protein purified from bovine
bone. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v. 87, p. 9843-9847, 1990.

CHEN, D.; ZHAO, M.; MUNDY, G. R. Bone Morphogenetic Proteins. Growth Factors,
December. Vol. 22 (4), pp. 233-241, 2004.

CHEN, L.H.; HUANG, Q.; WAN, L., et al. Expression, purification, and in vitro refolding of
a humanized single-chain Fv antibody against human CTLA4 (CD152), Protein Expr. Purif.
46; 495— 502, 2006.

DUCY, P.; KARSENTY, G. The family of bone morphogenetic proteins. Kidney
Int. Jun;57(6):2207-14, 2000.

EPSTEIN, S.; SCHLOSBERG, M.; FALLON, M.; THOMAS, S.; MOVSOWITZ, C;
ISMAIL, F. 1, 25 dihidroxivitamin D3 modifies cyclosporine-induced bone loss. Calcif
Tissue Int. 47:152-7, 1990.

FELICIANO, P. R. Clonagem, expressdo heter6loga e caracterizacdo do gene LmjF24.0320
que codifica a enzima fumarato hidratase em Leishmania major. 112 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,

Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9917633
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9917633
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15621726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mundy%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15621726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10844590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10844590

45

FERRAZ, A. I.; RODRIGUES, A. S. Introducéo a biotecnologia. Portugal, ano 1, s1, 2007.

FREITAS, R. M; NETO, R. S; MARCANTONIO, C., et al. O uso de rhBMP-2 para aumento

0sseo maxilar: relato de caso clinico. Rev Assoc Paul Cir Dent; 66(2):110-7, 2012.

GANDINI, A. The irruption of polymers from renewable resources on the scene of

macromolecular science and technology. Green Chem 13:1061-1083, 2011.

GARRIDO, C. A.; SAMPAIO, T. C. F. V. S. Uso da bioceramica no preenchimento de falhas
Osseas. Rev. bras. ortop. vol.45 no.4 S&o Paulo, 2010.

GAO, T.; LINDHOLM, T. S.; MARTTINEN, A., et al. Composites of bone morphogenetic
protein (BMP) and type IV collagen, coral-derived coral hydroxyapatite, and tricalcium
phosphate ceramics. International Orthopaedics, v. 20, n. 5, p. 321-325, 1996.

GENETICS INSTITUTE, Cambridge, Mass, unpublished reports, The creation of rhBMP-

An overview of the recombinant technology process, 1995.

GIANNOUDIS, P. V.; DINOPOULQS, H.; TSIRIDIS, E. Bone substitutes: An update.
Injury, Int. J. Care Injured 36S, S20—S27, 2005.

GOPAL G, KUMAR A. Strategies for the Production of Recombinant Protein in Escherichia
coli. Protein J.;32:419-25, 2013.

HALSEY, M. F.; MC LEOD, K.; RUBIN, C. The Biology of Bone. In: Edts. Dee, R., Hurst,
L. C., Gruber, M. A., Kottmeier, S. A. Principles of Orthopaedic Practice, The McGraw-
Hill Companies, New York,17-36, 1997.

HOLMGREN, A. Thioredoxin and Glutaredoxin Systems. The journal of biological
chemistry, Vol. 264, No. 24, Issue of August 25, pp. 13963-13966, 1989.

IHM, H. J.; YANG S. J.; HUH, J. W,, et al. Soluble expression and purification of synthetic
human bone morphogenetic protein-2 in Escherichia coli. BMB Rep., 31; 41(5):404-7, May
2008.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18510873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huh%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18510873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18510873

46

ISSA, J. P. M.; DEFINO, H. L. A; PEREIRA Y. C. L., et al. Bone Repair Investigation Using
rhBMP-2 and Angiogenic Protein extracted from latex. Microscopy Research and
Technique 1-8, 2011.

JEONG, G. K.; SANDHU, H. S.; FARMER, J. Bone morphogenic proteins: Applications in
spinal surgery. HSS J. 1, 110-117, sep., 2005.

JUNQUEIRA, L. C; CARNEIRO, J. Tecido dsseo. Histologia béasica. Rio de Janeiro: Editora
Guanabara Koogan; p. 132-148; 2013.

KATAGIRI, T.; YAMAGUCHI, A.; KOMAKI, M., et al. Bone morphogenetic protein-2
converts the differentiation pathway of C2C12 myoblasts into the osteoblast lineage. J Cell
Biol. Dec; 127(6 Pt 1):1755-66, 1994

KATAGIRI, T.; SUDA, T.; MIYAZONO, K. The bone morphogenetic proteins. In Miyazono
K, Derynck R, editors. The TGF-  Family. Cold Spring Harbor Press, p.121-149. New
York, 2008.

KATAGIRI, T.; OSAWA, K.; TSUKAMOTO, S., et al. Bone morphogenetic protein-induced
heterotopic bone formation: What have we learned from the history of a half century.
Japanese Dental Science Review 51, 42-50, 2015.

KIM, C. S.; KIM, J. I.; KIM. J., et al. Ectopic bone formation associated with recombinant
human bone morphogenetic proteins-2 using absorbable collagen sponge and beta tricalcium
phosphate as carriers. Biomaterials, 26(15):2501-7, 2005.

KIM, S. E.; YUN, Y. P.; HAN, Y. K., et al. Osteogenesis induction of periodontal ligament
cells onto bone morphogenic protein-2 immobilized PCL fibers, Carbohydrate Polymers,
99, pp. 700-709, 2014.

KING, G. N.; COCHRAN, D. L. Factors that modulate the effects of bone morphogenetic

protein-induced periodontal regeneration: a critical review. J Periodontol, 73:925-36, 2002.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katagiri%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7798324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamaguchi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7798324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Komaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7798324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=7798324&dopt=AbstractPlus
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=7798324&dopt=AbstractPlus
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15585252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15585252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15585252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24274561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yun%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24274561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20YK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24274561

47

KIRKER-HEAD; C. A. Potential applications and delivery strategies for bone morphogenetic
proteins, Adv. Drug Deliv. Rev. 43; 65-92, 2000.

KLEMM, D. Cellulose: fascinating biopolymer and sustainable raw material. Angew Chem
Int. Ed 44:3358-3393, 2005.

KOBAYASHI, S., et al. Bone formation on apatite-coated titanium with incorporated BMP-
2/heparin in vivo; Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and
Endodontology, 108(6), pp. 867-875, 20009.

LEE, J. H.; KIM, C. S; CHOI, K. H., et al. The induction of bone formation in rat calvarial
defects and subcutaneous tissues by recombinant human BMP-2, produced in Escherichia
coli. Biomaterials, 31:3512-3519, 2010

LEE, S. S.; HUANG, B. J.; KALTZ, S. R., et al. Bone regeneration with low dose BMP-2
amplified by biomimetic supramolecular nanofibers within collagen scaffolds, Biomaterials,
34, pp. 452-459, 2013.

LEE K.; JOHNSON, J. S.; SONG, K., et al. Use of Autogenous Bone Graft Compared With
RhBMP in High-risk Patients: A Comparison of Fusion Rates and Time to Fusion. Journal of
Spinal Disorders and Techniques. 26(5):233-238, 2013.

LEHNINGER, A.L. Principios de Bioquimica. 5ed. S&o Paulo: Sarvier, 2011.

LI, J.; JIN, L.; WANG, M., et al. Repair of rat cranial bone defect. By using bone
morphogenetic protein-2 related peptide combined with microspheres composed of polylactic
acid/polyglycolic acid copolymer and chitosan. Biomed. Mater. Jul, 1-10, 2015.

LI, J.; HONG, J.; ZHENG, Q., et al. Repair of rat cranial bone defects with nHAC/PLLA and
BMP-2- related peptide or rhBMP-2. Journal of Orthopaedic Research , Nov 1745-1752,
2011.

LIN, N. Nanocellulose in biomedicine: current status and future prospect. Eur Polymer J
59:302-325, 2014.



48

LIM, H.; MERCADO, A. E.; YUN, K., et al. The effect of rhBMP-2 and PRP delivery by
biodegradable B-tricalcium phosphate scaffolds on new bone formation in a non-through
rabbit cranial defect model. J Mater Sci Mater Med.; 24(8): 1895-1903, 2013.

LISSENBERG-THUNNISSEN, S. N.; DE GORTER, D.J.; SIER C.F., et al. Use and efficacy
of bone morphogenetic proteins in fracture healing. Int Orthop 35:1271-1280, 2011.

LONG, S.; TRUONG, L.; BENNETT, K., et al. Expression, purification, and renaturation of
bone morphogenetic protein-2 from Escherichia coli. Protein Expr. Purif. 46, 374-378,
2006.

MACKIE, E. J. Osteoblasts: novel roles in orchestration of skeletal architecture. Int J
Biochem Cell Biol., 35:1301-5, 2003.

MARKS, S. C.; POPOFF, S. N. Bone cell biology: the regulation of development, structure,
and function in the skeleton. Am J Anat. Sep;183(1):1-44, 1988

MARTIN, T. J.; FINDLAY, D. M.; HERTH, J. K,; NG, K. W. Osteoblasts: Differentiation
and Function. In: Edts. Mundy, G. R., Martin, T. J. Handbook of Experimental
Pharmacology, Springer-Verlag,. Berlin, VVol. 107, 149-183, 1993.

MC KAY, W. F.; PECKHAM, S. M.; BADURA, J. M. A comprehensive clinical review of
recombinant human bone morphogenetic protein_2 (INFUSE Bone Graft). Int. Orthoped.
31, 729-734, 2007.

MIYAZONO, K.; KAMIYA, Y.; MORIKAWA, M. Bone morphogenetic protein receptors
and signal transduction. J Biochem 147:35-51, 2010.

MUNDY, G. R. Inflamatory mediators and the destruction of bone. J Periodantal Res.;
26:213-7, 1991.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23779152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=23779152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3055928

49

NIU, X. F.; FENG, Q. L.; WANG, M. B, et al. Porous nano-HA/collagen/PLLA scaffold
containing chitosan microspheres for controlled delivery of synthetic peptide derived from
BMP-2. J Control Release 134:111-117, 20009.

PANG, E. K; IM, S. U.; KIM, C. S, et al. Effect of recombinant human bone morphogenetic
protein-4 dose on bone formation in rat calvarial defects. J Periodontol Oct;75(10):1364-70,
2004.

POON, B.; KHA, T.; TRAN, S., et al. Bone morphogenetic protein-2 and bone therapy:
successes and pitfalls. Royal Pharmaceutical  Society. Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 68, pp. 139-147, 2016.

QIN, W.; YANG, F.; DENG, R., et al. Smad 1/5 Is Involved in Bone Morphogenetic Protein-
2-induced Odontoblastic Differentiation in Human Dental Pulp Cells, Journal of
Endodontics, 38(1), pp. 66-71, 2012.

RAISZ, L. G., RODAN, G. A. Embriology and cellular biology of bone. In: Avioli LV, Krane
SM. Metabolic bone diseases and clinically related disorders. San Diego: Academic Press; p.
1-22,1998.

REBECCA, H. L; WOZNEY, J. M. Delivering on the promise of bone morphogenetic
proteins. Trends Biotechnol. 19(7):255-65, 2001.

RETNONINGRUM, D. S.; PRAMESTI, H. T.; SANTIKA, P. Y., et al. Codon optimization
for high level expression. Of human bone morphogenetic protein-2 in Escherichia coli.
Protein Expression and Purification 84; 188-194, 2012.

ROBBINS, S. L.; COTRAN, R. S. Ossos, articulacfes e tumores de partes moles. Patologia:
Bases patoldgicas das doencas. 82 Edi¢do. Rio de Janeiro: Elsevier. P. 1213-18, 2010.

ROBLING, A. G.; NIZIOLEK, P. J.; BALDRIDGE, L. A, et al.: Mechanical stimulation of

bone in vivo reduces osteocyte expression of Sost/sclerostin. J Biol Chem 283:5866, 2008.


http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Qin+W%22
http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Yang+F%22
http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Deng+R%22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niziolek%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18089564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baldridge%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18089564

50

ROSEN, V.; COX, K.; HATTERSLEY, G. Bone morphogenetic proteins, in Principles of
Bone Biology, edited by BILEZIKIAN, J.P, RAISZ, L.G; RODAN, G.A. San Diego,
Academic Press, Inc., pp 661-671, 1996.

SAKOU T. Bone morphogenetic proteins: From basic studies to clinical approaches. Bone.
22, 591-603, 1998.

SANTOS, A. A; MIRANDA, C. D. O; ALVES, M. T. S, et al. O papel da proteina

Morfogenética 6ssea na reparacdo do tecido 6sseo. Acta Ortop Bras 13(4), 2005.

SCHEUFLER, C.; SEBALD, W.; HULSMEYER, M. Crystal structure of human bone
morphogenetic protein-2 at 2.7 A resolution. J. Mol. Biol. 287, 103-115, 1999.

SENTA, H.; PARK, H.; BERGERON, E., et al. Cell responses to bone morphogenetic
proteins and peptides derived from them: biomedical applications and limitations. Cytokine
& growth factor reviews. 20(3):213-22, 2009.

SINGH, M. Biodegradation studies on periodate oxidized cellulose. Biomaterials 3:16-20,
1982.

SHARAPOVA, N. E.; KOTNOVA, A. P.; GALUSHKINA; N. V., et al. Production of the
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein2 in Escherichia coli and Testing of Its
Biological Activity in vitro and in vivo. Molecular Biology, Vol. 44, No. 6, pp. 923-930;
2010.

SHUE, L.; YUFENG, Z.; MONY, U. Biomaterials for periodontal regeneration: a review of
ceramics and polymers. Biomatter 2 2717, 2012.

SODEK J, MCKEE M. E. Molecular and cellular biology of alveolar bone. Periodontology;
24:99-126, 2000.

SOLOFOMALALA, G. D.; GUERY, M.; LESIOURD, A., et al. Bone morphogenetic
proteins: from their discoveries till their clinical applications. Eur J Orthop Surg
Traumatol.,17(6):609-15, 2007.



51

SULKOWSKI, E. The saga of IMAC and MIT. Bioessays, 10, 170, 1989.

TERPE, K. Overview of tag protein fusions: from molecular and biochemical fundamentals to

commercial systems. Appl. Microbiol. Biotechnol., Nova York, v.60. p.523-33, 2003.

TROVATTI, E., CUNHA A. G., CARVALHO A. J. F. et al. Furan-Modified Natural Rubber:
A Substrate for Its Reversible Crosslinking and for Clicking It Onto Nanocellulose. Int J Biol
Macromol 95, 762-768, 2016.

URIST, M. R. Bone: formation by autoinduction. Science; 150:893-9, 1965.

URIST, M. R. Strates B. S. Bone morphogenetic protein. J. Dent. Res. 50, 1392-1406, 1971.

VAN HOUT, W. M., et al. Reconstruction of alveolar cleft: can growth fator-aided tissue
engineering replace autologous boné grafting? A literature rewiew and systematic rewiew of

results obtained with bone morphogenetic protein-2. Clin Oral Investig 15: 297-303, 2011.

VON EINEM, S.; SCHWARZ, E.; RUDOLPH, R. A novel TWO-STEP renaturation
procedure for efficient production of recombinant BMP-2. Protein Expr Purif 73(1):65-69.
doi:10.1016/j.pep.2010.03.009, 2010.

VALENZUELA, J. C. B. Andlise dos genes diferencialmente expressos durante a
osteodiferenciacdo induzida por proteinas morfogenéticas de osso (BMP2 e BMP7) em
células C2C12 e super-expressao de rhBMP2 e rhBMP7 em células de mamiferos. 161 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias - Bioquimica) — Instituto de Quimica. Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2008.

VALLEJO, L. F.; BROKELMANN, M.; MARTEN, S., et al. Renaturation and purification of
bone morphogenetic protein_2 produced as inclusion bodies in high-cell-density cultures of
recombinant Escherichia coli. J. Biotechnol. 94, 185-194; 2002.

WANG, E. A.; ROSEN, V.; CORDES, P., et al. Purification and characterization of other
distinct bone-inducing factors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85; 9484-9488; 1988.



52

WANG, E. A.; ROSEN, V.; D'ALESSANDRO, J. S., et al. Recombinant human bone
morphogenetic protein induces bone formation. Proc Natl Acad Sci USA; 87:2220-4, 1990.

WATZEK, G. Chapter 1: Overview of Factors Affecting Bone Quality. In: Watzek, G. (Ed.).
Implants in Qualitatively Compromised Bone, Reino Unido, Quintessence Publishing Co,
Ltd; pp. 1-8, 2004.

WOZNEY, J. M.; ROSEN, V.; CELESTE, A. J. Novel regulators of bone formation:
molecular clones and activities. Science, Washington, v.242, n.4885, p.1528-1534, 1988.

WOZNEY, J. M; ROSEN, V. Bone morphogenetic protein and bone morphogenetic protein
gene family in bone formation and repair. Clin Orthop, v.346, p.26-37; 1998.

YAMAGUCHI, A.; KATAGIRI, T.; IKEDA, T., et al. Recombinant human bone
morphogenetic protein-2 stimulates osteoblastic maturation and inhibits myogenic
differentation in vitro. J Cell Biol; 113:(3):681-7; 1991.

ZHANG, H.; WU, J.; ZHANG, Y., et al. Optimized procedure for expression and renaturation
of recombinant human bone morphogenetic protein-2 at high protein concentrations.
Molecular Biology Reports; 37(7):3089-309; 2009.

ZHANG, I.; MA, Y.; YANG, M., et al. Expression, purification and refolding of a
recombinant human bone morphogenetic protein 2 in vitro. Protein Expression and
Purification 75; 155-160; 2011.



