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CAPITULO 1

RESUMO

Mulheres na p6s menopausa sao mais suscetiveis ao desenvolvimento da osteoporose,
uma doenga caracterizada pela maior reabsor¢do 6ssea mediada por osteoclastos. Sabe-
se que o estrogeno, um dos principais hormoénios afetados durante a menopausa, ¢
importante para a protegao 6ssea. O estrogeno age por meio de dois receptores classicos,
o receptor de estrogeno o (ERa) e B (ERB). Porém hé uma caréncia de estudos acerca da
relacdo entre 0 ERP e os osteoclastos. Por isso o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
do ERp na osteoclastogénese a partir do uso de diarilpropionitrilo (DPN), um agonista
seletivo para o receptor. A expressao do receptor em células estimuladas com RANKL
(ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B) foi avaliada por PCR em tempo
real e foi constatado uma maior expressao génica de ERP no tempo de 72h. O DPN nao
afetou o nimero, a area dos osteoclastos, a polimerizagdo de actina e nem mesmo a
capacidade de reabsorcao dos mesmos. Ja a incubacdo com 17B-estradiol (E2) foi capaz
de reduzir a area dos osteoclastos que demonstraram também ter sua capacidade
reabsortiva diminuida, porém sem efeito visto na polimerizacdo do anel de actina. Sendo
assim, pode ser que o ERP ndo tenha acdo significante nos osteoclastos e que os efeitos

observados no uso do estrégeno sejam mediados pelo ERa.

Palavras-chave: Receptor de estrogeno beta, diarilpropionitrilo, osteoclastogénese



ABSTRACT

Postmenopausal women are more susceptible to the development of osteoporosis, a
disease characterized by greater osteoclast-mediated bone resorption. Estrogen, one of
the main hormones affected during menopause, is known to be important for bone
protection. Estrogen acts through two classic receptors, the estrogen receptor a and f.
There is a lack about the relationship between ERf and osteoclast in the literature.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of ERB on
osteoclastogenesis using diarylpropionitrile (DPN), a selective agonist for the receptor.
The expression of the receptor in cells stimulated only with RANKL (receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand) was evaluated by real-time PCR and a higher gene
expression was found in 72h. DPN did not change the number, area of osteoclasts, actin
polymerization and not even their resorption capacity. Incubation with 17p-estradiol (E2),
on the other hand, was able to reduce the area of osteoclasts, which also demonstrated
that their resorptive capacity was reduced, however no effect was seen in actin ring
polymerization. Thus, it may be that ERf has no significant action on osteoclasts and the

effects observed in use of estrogen are mediated by ERa.

Keywords: Estrogen receptor beta, diarylpropionitrile, osteoclastogenesis



CAPITULO 2

RESUMO

A osteoclastogénese ¢ o processo de diferenciagdo de células de linhagem
hematopoiética em osteoclastos maduros (células responsaveis pela reabsor¢ao o0ssea). O
desequilibrio na agao dos osteoclastos a favor da maior reabsor¢ao ossea gera doencas
como a osteoporose. Elucidar as vias de sinalizagdo que levam a osteoclastogénese ¢é
importante para conhecer mecanismos que possam se tornar alvos terapéuticos para
tratamento de doencas que acometem o tecido dsseo. Para que ocorra a osteoclastogénese
s30 necessarios sinalizagdes intracelulares derivadas a partir de estimulo por citocinas,
sendo as principais o fator estimulador de macrofagos (M-CSF) e o RANKL. As espécies
reativas de oxigénio (ROS) foram descritas como moléculas que agem como mensageiros
secundarios em diversas vias de sinalizacdo e¢ foram descritas como indutoras da
diferenciagdo e atividade dos osteoclastos. As NADPH oxidase (NOX) sdo as principais
produtoras de ROS e apresentam sete isoformas. Neste trabalho a NOX2 foi avaliada
durante a osteoclastogénese induzida por RANKL e M-CSF a partir do uso de
camundongos knockouts para essa isoforma (NOX27). Os resultados mostraram que a
diferenciagdo dos osteoclastos ndo foi afetada pela auséncia da NOX2, o que sugere que
essa isoforma nao seja essencial para a osteoclastogénese. Apesar de ndo ter alterado a
diferenciagdo, foi visto um aumento no influxo de célcio intracelular e consequentemente
aumento na expressdo génica de catepsina K avaliado por PCR em tempo real. Além
disso, houve aumento da reabsor¢io oOssea por células de camundongo NOX2™”

provavelmente devido ao aumento de catepsina K.

Palavras-chave: NADPH oxidase, NOX2, knockout, osteoclastogénese.



ABSTRACT

Osteoclastogenesis is the differentiating process of hematopoietic cell lineage into
mature osteoclasts (cells responsible for bone resorption). The imbalance in the action of
osteoclasts in favor of greater bone resorption generates diseases such as osteoporosis.
Elucidating the signaling pathways that lead to osteoclastogenesis is important to
understand mechanisms that can become therapeutic targets for treating diseases that
affect bone tissue. To occur osteoclastogenesis, intracellular signals derived from
stimulus by cytokines are necessary, the main ones being the macrophage stimulating
factor (M-CSF) and RANKL. Reactive oxygen species (ROS) have been described as
molecules that act as secondary messengers in several signaling pathways and have been
described as inducing differentiation and activity of osteoclasts. NADPH oxidase (NOX)
are the main producers of ROS and have seven isoforms. In this work, NOX2 was
evaluated in osteoclastogenesis using the knockout mouse for this isoform (NOX27). The
results showed that osteoclast differentiation was not affected by the absence of NOX2,
which suggests that this isoform is not essential for osteoclastogenesis. Although it did
not change the differentiation, an increase in the intracellular calcium influx and
consequently an increase in the cathepsin K gene expression evaluated by real-time PCR
was seen. In addition, there was an increase in bone resorption by NOX2”- mouse cells,

probably due to the increase in cathepsin K.

Keywords: NADPH oxidase, NOX2, knockout, osteoclastogenesis.
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1 INTRODUCAO

A remodelagdo 6ssea ¢ um processo em que ha reabsor¢do do tecido velho e
formagdo de novo tecido 6sseo. Esse processo ocorre por meio da agdo de osteoblastos,
que sao células responsaveis pela deposicao de calcio e pela formacao de novo tecido
0sseo e por osteoclastos, que sdo células multinucleadas gigantes que reabsorvem o tecido
0sseo (CHEN et al., 2018). Para que a remodelagdo 6ssea ocorra de forma normal ¢
necessario haver equilibrio entre a presenca e atividade de osteoclastos e osteoblastos.

O desequilibrio na remodelacao 6ssea pode levar ao surgimento de doengas como
a osteopetrose e osteoporose. A osteopetrose € caracterizada pelo aumento na densidade
Ossea, em razdo de uma deficiéncia na reabsor¢ao mediada por osteoclastos, deixando o
0sso mais duro e mais quebradico, mas essa enfermidade ¢ considerada rara por ser uma
doenca que deve ser herdada (STARK; SAVARIRAYAN, 2009). Ja a osteoporose,
considerada a principal doenca 6ssea metabolica, ¢ caracterizada pela diminui¢cdo da
massa 6ssea e deterioragdo da microarquitetura do tecido dsseo. O resultado € um osso
fragilizado e suscetivel a fraturas, principalmente nas regides do quadril, pulsos e na
coluna vertebral (SANDHU; HAMPSON, 2011).

A osteoporose afeta milhares de pessoas no mundo inteiro todos os anos e ¢ uma
doenga que nao tem cura, apenas tratamentos (SOZEN; OZISIK; BASARAN, 2017) .
Essa doenga afeta ambos os sexos em diferentes faixas etarias. Porém ¢ mais frequente
em pessoas idosas e em mulheres na poés-menopausa, devido a diminui¢ao na produgdo
de hormodnios que leva ao aumento do nimero e da atividade de osteoclastos, gerando
assim maior reabsorcao ossea do que o normal (JI; YU, 2015). Os estrogenos sao uma
classe de hormonios dentre os principais hormonios afetados pela menopausa. Esta classe
abrange o 17-f estradiol (E2), que ¢ o mais abundante no organismo, estrona e estriol.
Seus efeitos ocorrem através de duas isoformas classicas do receptor de estrogeno: a
(ERa) e B (ERB) (NILSSON; GUSTAFSSON, 2002).

O ERa foi identificado nos anos de 1960 e clonado em 1986. Desde entdo, essa
isoforma vem sendo bastante estudada, principalmente no sistema reprodutor feminino e
em cancer de mama (GORSKI et al., 1968; GREEN et al., 1986). Enquanto isso, o ERf
foi identificado e clonado apenas em 1996 (KUIPER et al., 1996), sendo entdo menos
caracterizado em relacdo ao ERa. Nos humanos, o ERa ¢ codificado pelo gene ESR1,
localizado no cromossomo 6 enquanto o ERf ¢ codificado pelo gene ESR2, localizado

no cromossomo 14. Ambos compartilham alto grau de homologia, sendo que o dominio
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de ligacdo ao DNA possui semelhanga de 95% e o dominio de ligacdo ao ligante de 55%
(FUENTES; SILVEYRA, 2019). A principal diferenca estrutural entre as duas isoformas
¢ um menor dominio amino terminal no ERP em comparacdo ao ERo (SCHWABE;
TEICHMANN, 2004). As isoformas de receptores de estrogeno sdao amplamente
expressas em varios tecidos, inclusive no tecido 6sseo, sendo encontrados no citoplasma
e nucleo das células (KHALID; KRUM, 2016).

O efeito do estrogeno ao ligar-se em seus receptores pode ser dividida em uma
resposta gendmica e nao-gendmica (FUENTES; SILVEYRA, 2019), conforme ilustrado
na figura 1. A resposta gendmica, considerada a resposta classica, ¢ caracterizada pela
ligacdo direta de complexos de receptores de estrogeno a sequéncias especificas
denominadas ERE (elementos de resposta ao estrogeno) em promotores de genes
(KLINGE, 2001). Ja a resposta ndo-genomica dos receptores de estrogeno ocorre de
maneira mais rapida do que a gendmica. Esse tipo de resposta envolve a ativacido de
mecanismos de transducdo de sinal com a produgdo subsequente de segundos
mensageiros intracelulares, como cAMP (LOSEL; WEHLING, 2003) e a ativacdo da
cascata de sinalizacdo de proteina-quinase (exemplo, a via da fosfolipase C
(PLC)/proteina quinase C (PKCs); proteina quinase ativada por mitdégeno (MAPK);
fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K)/cascata Akt quinase e proteina quinase A (PKA)) que
resultam em mudangas indiretas na expressao génica (GU; MOSS, 1996; DOS SANTOS
et al., 2002; MARINO; ACCONCIA; TRENTALANCE, 2003) .
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Figura 1. Resposta gendomica e nio-genomica dos receptores de estréogeno. A resposta
gendmica ocorre através da ligagdo dos receptores de estrogeno diretamente ao DNA em
regides de sequéncia especifica denominado de ERE (elementos de resposta ao
estrogeno). A resposta ndo gendmica ocorre por meio da ativacdo de moléculas de
sinalizacdo como cAMP e proteinas quinases como PKC, PLC, MAPK (JNK, ERK e
p38), PKA e PI3K/Akt. Essas moléculas sdo responsaveis pela ativacdo de fatores de

transcri¢do que levam a ativacdo de genes relacionados ao estimulo com estrogeno.
Fonte: autoria propria

A deficiéncia de estrogeno tem sido associada a perda dssea e, portanto, sua
presenca ¢ importante para manter o equilibrio 6sseo (RIGGS, 2000). Isso pode ser
confirmado em estudos em que mulheres na pds-menopausa que receberam terapia de
reposicdo hormonal apresentaram menos perda 6ssea em comparagdo com as mulheres
que nao receberam a terapia (REGINSTER et al., 1992; FISTAROL et al., 2019). Alguns
estudos sugerem que os mecanismos pelos quais o estrogeno age protegendo o 0sso estao
relacionados a repressdo de produgdo de citocinas pro-osteoclasticas, como o fator de
necrose tumoral, indu¢do de apoptose em osteoclastos e protecdo contra apoptose em
osteoblastos (KHOSLA; OURSLER; MONROE, 2012). No entanto, os efeitos do
estrogeno nessas células Osseas especificas sdo complexos e muitas vezes controversos.

A literatura apresenta estudos que relacionam os efeitos do estrogeno em sua
maioria em osteoblastos do que em osteoclastos. Isso pode ser devido a dificuldade
encontrada no inicio dos estudos quanto ao isolamento de osteoclastos e a dificuldade de

trabalhar com eles em tempo habil antes que entrem em apoptose, ja que ainda nao existe
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uma linhagem imortalizada. Mas, atualmente ja existem diversos métodos para
isolamento e obtencdo de osteoclastos, mas que podem apresentar respostas diferentes
(MARINO et al., 2014). Uma das formas de obten¢do dos osteoclastos ¢ a partir da
diferenciagdo de células da medula 6ssea mediada pelo estimulo combinado do fator
estimulante de colonia de macrofagos (M-CSF) junto ao ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa B (RANKL). Essas sdo duas citocinas importantes que ativam
sinalizacdes intracelulares que permitem a diferenciagdo das células progenitoras em
osteoclastos maduros. A ligacio do RANKL ao seu receptor RANK, leva a uma
sinalizagdo mediada por proteina quinases, como MAPK e PI3K/Akt, que permite
ativacdo do fator nuclear de células T ativadas citoplasmatico 1 (NFATcl), que € o
principal regulador que leva a ativacdo de genes relacionados a osteoclastogénese
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; KIM; KIM, 2016).

O estrogeno tem sido descrito como responséavel por suprimir a osteoclastogénese
induzida por RANKL (SHEVDE et al., 2000; GARCIA PALACIOS et al., 2005). E
outros estudos relatam que o estrégeno tem efeito na vida 1til de osteoclastos maduros,
causando apoptose dessas células por meio do sistema Fas/FasL. e dependente de
osteoblasto (NAKAMURA et al., 2007). A maioria dessas pesquisas demonstram que o
efeito do estrogeno no osteoclasto ¢ mediado principalmente pelo ERa, sendo escassas as
pesquisas que relacionem ERp e osteoclastos.

A presenca do ERP em células dsseas foi confirmada por meio de imuno-
histoquimica e western blotting (SORENSEN et al., 2006), sendo visto que essa isoforma
esta presente nos nucleos e citoplasma de osteoclastos (BRAIDMAN et al., 2001), porém
nao ha estudos que comprovem qual sua fungdo nestas células. Um estudo sugere que
ERP induz apoptose de osteoclastos em osso alveolar de rato, ao ser constatado forte
marcacdo em células em apoptose detectadas pelo método de TUNEL (marcacdo de
extremidade terminal dUTP mediada por desoxinucleotidil transferase) (CRUSODE DE
SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI, 2009).

Para estudo do ERp, alguns laboratorios criaram camundongos knockouts
denominados ERBKO e testaram substancias consideradas seletivas para o receptor, como
a genisteina que ¢ uma isoflavona de soja com uma afinidade 20 vezes maior por ER do
que ERa (KUIPER et al., 1998) e ERB-041, que possui afinidade 200 vezes maior por
ERB (HARRIS et al.,, 2003). Outra substincia também conhecida como sendo um
agonista seletivo para o ER ¢ o diarilpropionitrilo (DPN), com afinidade 170 vezes maior

por ER do que ERa (WEISER; WU; HANDA, 2009). O DPN ja foi utilizado para avaliar
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a influéncia do ERP na ansiedade e depressao (WEISER; WU; HANDA, 2009), na
biologia do cancer de mama e prostata (OMOTO; IWASE, 2015) e na proliferagdo e
metabolismo em uma linhagem celular 6ssea humana (SOMJEN et al., 2011).

Devido a caréncia de informagdes acerca do efeito do ERJ} na formagao e fungao
dos osteoclastos, o presente estudo tem como objetivo investigar o efeito do agonismo do

ERp durante a osteoclastogénese.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia do receptor de estrogeno beta na osteoclastogénese e na atividade de
reabsorcdo de osteoclastos por meio do agonista seletivo para o receptor,

diarilpropionitrilo (DPN).

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a presenca do mRNA do receptor de estrogeno beta.

b) Avaliar o numero de osteoclastos formados enquanto tratados com DPN e Eo.
c¢) Avaliar a presenca de anel de actina e area dos osteoclastos.

d) Avaliar a atividade dos osteoclastos em placa de osteoassay.

3 METODOLOGIA
3.1 Osteoclastogénese in vitro

As células da medula 6ssea foram obtidas da tibia e fémur de camundongos fémea
C57BL/6 (B6.129S6-Cybbtm1Din/J). Os animais foram fornecidos e mantidos pela Rede
de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) sob o
regime de 12 horas no claro e 12 horas no escuro, dieta ad libitum e temperatura de 25
C°. O projeto foi executado conforme a aprovagdo pela Comissdo de Etica na Utilizagio
de Animais (CEUA) sob ntimero de projeto 005/19.

As células obtidas do camundongo foram lavadas com tampao de lise de hemacias
antes do plaqueamento. Depois dessa etapa, foi plaqueado 1,3x107 células em placa petri,
acondicionadas em meio o-MEM (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) com 10% de
soro fetal bovino (Gibco™, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) e tratadas com 30
ng/mL de proteina recombinante M-CSF murino (R&D Systems, Minneapolis, MN) por

72h. Apds esse periodo, as células foram lavadas para retirar aquelas que ndo se
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diferenciaram em macréfago. E em seguida os macrofagos foram desaderidos da placa
petri com PBS 1X gelado e plaqueado 2x10* células/pogo em placa de 96 pogos. Para a
diferenciagdo desses macrofagos em osteoclastos, as células foram tratadas com 30
ng/mL de M-CSF e 10 ng/mL de RANKL murino (R&D Systems) por 4 dias. A cada 2
dias o meio foi renovado (MARINO et al, 2014).

3.2 Confirmaciao da diferenciacdo de osteoclastos por reacio da fosfatase acida
resistente ao tartarato.

No fim da diferenciacdo constatou-se a formacao dos osteoclastos por meio da
reacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), enzimas tipicas dessas células
multinucleadas, que sdo colorimetricamente marcadas. Para isso o meio foi removido e
as células fixadas com solucdo de acetona, citrato e formol. Em seguida as células foram
incubadas com a solugdo para TRAP, preparada de acordo com a recomendagdo do
fabricante (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células TRAP positivas foram
aquelas que tinham granulos citoplasmaticos marcados por depdsitos de vermelho escuro
aroxo. Foi realizado a contagem dos osteoclastos formados por pogo, sendo considerado
as células multinucleadas positivas para a TRAP com 3 ou mais nucleos. As imagens
foram obtidas com aumento de 5x usando o microscopio FSX 100 (Olympus Corporation,

Toquio, Japao).

3.3 Extracdo de RNA e PCR em tempo real

Para a extracao de RNA, os macrofagos derivados da medula dssea foram tratados
com RANKL por 24h, 48h e 72h e o plaqueamento foi de 8x10*células/poco. Foi
realizada extracdo de RNA automatizada com o kit Maxwell® RSC simplyRNA cells kit
(Promega, Madison, WI, EUA). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado com
GoScript RT Mix (Promega). A PCR quantitativa (qPCR) foi realizada usando o kit
GoTaq® Master Mix qPCR (Promega) realizado no StepOnePlus™ (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Os primers foram sintetizados para o gene ESR2 que
codifica ERP, a partir do banco de dados GenBank. Os primers utilizados foram TGG
ACACCTCTCTTCTTT AG (Forward) e CTC TTC AGG GTC TTC CTG TT (reverse).
O controle génico endogeno utilizado foi o GAPDH. Os niveis relativos de expressao de
mRNA foram determinados pelo método 2-AACT e os resultados foram expressos como

aumento relativo em relacdo ao gene endogeno.
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3.4 Incubacio das células

As células foram incubadas a partir do dia 3, juntamente com RANKL com
Dimetilsulféxido (DMSO) na dilui¢ao de 1:10000 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
10 nM de diarilpropionitrilo (DPN) (Sigma Aldrich) e 10 nM de 17B-estradiol (E»)
(Sigma Aldrich), formando entao 3 grupos. No dia 5 o meio foi renovado. O DMSO foi
utilizado como controle por ser o veiculo usado para preparar o DPN e o E». A intengdo
no uso do DPN foi de tentar elucidar a acdo do ERP durante a osteoclastogenese e também
na atividade dos osteoclastos, € o E> foi usado como um padrao de comparagdo, uma vez

que o organismo esta exposto a esse hormonio.

Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia7
* Coleta das células da * Plagueamento dos * Renovagdo do meio * Verificagdo dos
medula dssea macréfagos de cultura osteoclastos
* Estimulo com M-CSF * Estimulo com RANKL formados
* Incuba¢do com DPN
ek,

Figura 2. Representacdo esquematica da cronologia de diferenciacdo dos osteoclastos e

incubagao com DPN e¢ Ea.

3.5 Marcacio do anel de actina

As células da medula dssea (2x10* células/pogo) foram plaqueadas em placa de
96 pogos preta com fundo transparente € a metodologia foi baseada em Wang e
colaboradores (WANG et al, 2015). Apds a diferenciagdo, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 20 minutos. Para a permeabilizacdo das células foi utilizado
solucdo de Triton 0,2% por 5 minutos. Depois as células foram incubadas com anticorpo
faloidina-TRITC, dilui¢dao 1:200 (Sigma Aldrich) para marca¢do da actina. O nucleo foi
marcado com DAPI, diluigdo 1:500 (Sigma Aldrich). As imagens das células foram
obtidas em microscopio de fluorescéncia. Para a analise das imagens foi utilizado o

software ImageJ (Institutos Nacionais de Satide, Bethesda, MD).

3.6 Ensaio de reabsorc¢ao o0ssea (osteoassay)

Macréfagos derivados da medula éssea (2x10* células por pogo) de camundongos
fémea C57BL/6 foram cultivados com M-CSF (30 ng/mL) e RANKL (10 ng/mL) na
superficie de pogos recobertos por material sintético mimético a osso formado a partir de

cristais inorganicos de fosfato de calcio (Corning Life Science, Corning, NY, EUA),
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seguindo orientagdes do fabricante. Apds 5 dias de cultura, o experimento foi finalizado
e a percentagem da area reabsorvida (4rea escura) foi calculada considerando a area total

do poco usando o software ImageJ (Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, MD).

3.7 Anailise estatistica

O teste de Kolgomorov Smirnov foi aplicado para verificar se as varidveis
estudadas possuiam uma distribui¢do normal. Para comparar dois grupos foi usado o teste
T de Student e para mais de dois grupos foi usado teste de analise da variancia univariada
(One-way ANOVA) seguido por teste Post-hoc de Tukey. A diferenga foi considerada

estatistica se o valor de p for menor do que o alfa escolhido para o estudo (0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Aumento da expressdo do gene ESR2 durante a osteoclastogénese

Para verificar a presenca e a expressao do mRNA do gene codificador do receptor
de estrogeno beta (ESR2), foi realizado a PCR em tempo real nos tempos de Oh, 24h, 48h
e 72h poés-estimulo de diferenciagdo com RANKL. Observou-se aumento na expressao
do mRNA do gene ESR2 ao longo do tempo, sendo em 72h sua maior expressao em

comparagdo com o tempo de Oh, 24h e 48h (Figura 3).
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Figura 3. Expressio relativa do mRNA do gene ESR2. Para avaliar a expressao génica
do receptor de estrogeno beta as células da medula dssea de camundongo foram incubadas
por 24h, 48h e 72h com 10ng/mL de RANKL. As barras representam a média £ SEM.***
significa que p<0,05.
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4.2 DPN nao altera o niumero de osteoclastos

Para avaliar se o receptor de estrogeno beta influencia na osteoclastogénese, as
células foram incubadas com DPN durante a diferenciacdo dos osteoclastos. A presenga
do DPN e do E» ndo influenciou na diferenciacao final dos osteoclastos, comparados com
o veiculo (Figura 4). Os tratamentos com DPN e E; ndo afetaram a formacdo dos

osteoclastos (Figura 4).

A .

- _ Veiculo
¥ —.--é-;'f a3 t.rs.l‘.‘v
L AN v

'« y f
. R

ui‘,qj;g _ak
. - 8“ . -
Y

200

100

o
On
0
=%
-
S
b
2]
|
©
o
[
el
7]
o
Q
o
)
e
@
E
3
=z

I 1
Veiculo DPN E,

Figura 4. Numero de osteoclastos formados apds incubacio com DPN e E:. (A) Fotos
representativas dos osteoclastos formados a partir da incubagdo com DMSO, DPN e E2
apos a realizacdo da reacdo de TRAP. Setas amarelas indicam os osteoclastos (células
TRAP+ que apresentam 3 ou mais nuicleos). A escala amarela ¢ referente a 100 um. (B)
Grafico do nimero de osteoclastos formados para cada grupo. As barras indicam a média
+ SEM.

4.3 DPN e E2 nao influenciam na porcentagem das células com anel de actina, mas

E:2 altera o tamanho dos osteoclastos

O DPN e o E> ndo influenciaram na porcentagem de células que apresentavam o
anel de actina em relacdo ao veiculo (Figura 5A e 5B). No entanto, o E; influenciou no

tamanho dos osteoclastos formados, gerando osteoclastos menores, fato que ndo foi
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observado no grupo incubado com o DPN (p<0,05) (figura 5C). O veiculo foi utilizado

como referéncia para essa analise.
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Figura 5. Marcacio do anel de actina em osteoclastos. (A) Microscopia por
fluorescéncia destacando a marcagdao da actina (vermelho) e nucleo (azul) dos
osteoclastos. A escala amarela representa 50um. (B) Porcentagem de células por pogo
que apresentaram actina polarizada em forma de anel. (C) Grafico da area dos
osteoclastos em pum?. As barras correspondem a média £SEM. * representa p<0.05 em
relagdo ao veiculo.

4.4 E: afeta capacidade de reabsorc¢iao dos osteoclastos

O ensaio de osteoassay demonstrou que apenas o E> reduziu a drea de matriz
reabsorvida, indicando menor capacidade de reabsor¢do dos osteoclastos (p<0.05). O
DPN nado alterou a area de reabsorcao (Figura 6). O grupo veiculo foi utilizado como

referéncia para comparagao.
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Figura 6. Porcentagem da darea reabsorvida por osteoclastos. (A) Fotos
representativas dos pocos do osteoassay reabsorvidos por osteoclastos. As manchas
escuras representam a atividade reabsortiva dessas células. (B) Grafico da porcentagem
da area reabsorvida para DMSO, DPN e E;. As barras representam a média + SEM. *
significa p<0,05 em comparagdo com veiculo; * representa p<0,05.

5 DISCUSSAO

Os efeitos do estrogeno em osteoclastos de forma geral sdo menos estudados do
que nos osteoblastos. A dificuldade na obtencao e isolamento de osteoclastos dificultou
o comego dos estudos desse receptor quanto a agao e funcio nessa célula. Com a técnica
de imuno-histoquimica usando anticorpos desenvolvidos especificamente para ERf foi
possivel identificar a expressdao dessa isoforma no nucleo e citoplasma de osteoclastos
(BORD et al., 2001; BRAIDMAN et al., 2001). Além disso, outro estudo mostrou a
presenga do ERP tanto em precursores como em osteoclastos maduros de humano
(SORENSEN et al., 2006). Porém, as fontes na literatura sobre a expressdo de ERf
durante a osteoclastogénese sdo escassas.

Os resultados do presente trabalho mostraram por meio da PCR que a expressao
do gene que codifica o ERP aumentou ao longo da osteoclastogénese em macrofagos
derivados de células da medula 6ssea de camundongos. A maioria dos artigos mostram
apenas a presenca do ER} em precursores e/ou nas células diferenciadas em osteoclastos,
mas ndo avaliam a sua expressdo semi-quantitativa ao longo da osteoclastogénese
(VIDAL; KINDBLOM; OHLSSON, 1999; BRAIDMAN et al., 2001; SORENSEN et al.,
2006). Uma pesquisa mostrou que a expressao génica do ERP ndo foi alterada durante o
processo de diferenciag@o de osteoclastos humanos (DENGER; REID; GANNON, 2008).
Provavelmente o resultado foi diferente pelo fato de ser usado células de organismos

diferentes, camundongo e humano. Assim, o resultado encontrado no presente trabalho
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forneceu uma nova informagao sobre a expressao de ER durante a osteoclastogénese
induzida a partir de células da medula ¢ssea de camundongo.

Para avaliar a a¢ao de ER[} durante a osteoclastogénese, o DPN, que ¢ um agonista
seletivo para o ER, foi usado como uma ferramenta para ativar a sinalizagdo intracelular
do receptor durante o ensaio in vitro de osteoclastogénese. O tratamento com DPN nao
afetou o nimero ou a area dos osteoclastos formados, sugerindo entdo que possivelmente
a isoforma beta nao influencie na diferenciagdo dos mesmos. No entanto, ha um trabalho
que mostra que a genisteina, um fitoestrégeno com afinidade maior por ERp, foi capaz
de reduzir a osteoclastogénese induzida por RANKL em células RAW264.7 (LEE; KIM;
JANG, 2014). Essa diferenca pode ocorrer devido a diferenga de linhagem celular
utilizada, uma vez que a RAW264.7 ¢ derivada de um tumor e ndo necessita do acréscimo
de M-CSF para que ocorra a diferenciacdo em osteoclasto, pois a propria célula produz o
necessario para sua prolifera¢do e sobrevivéncia. Ja foi relatado que estrogeno pode afetar
além da sinalizagdo de RANKL, a via do M-CSF nessa linhagem celular por reduzir a
expressao dos respectivos receptores, RANK e c-Fms (GALAL et al., 2007). Assim, a
RAW264.7 pode ser mais sensivel a acdo do fitoestrogeno genisteina, sendo observado
menor diferenciacdo. Outro fator € que a genisteina tem seletividade de apenas 20 vezes
maior para ERf do que para ERa, enquanto o DPN tem seletividade de aproximadamente
170 vezes maior. Em razao disso, pode ser que a genisteina tenha ativado também o ERa
e por isso ha diferenca de resposta em relagdo ao DPN (KUIPER et al., 1998; WEISER;
WU; HANDA, 2009).

O E» na concentragdo de 10 nM também nao foi capaz de afetar a diferenciagao
dos osteoclastos. Esse resultado foi diferente do encontrado na literatura que demonstrou
que o E2 ndo afetou o tamanho dos osteoclastos, mas reduziu a formacao deles in vitro
(SHEVDE et al., 2000; GARCIA PALACIOS et al., 2005; SAINTIER et al., 2006;
SORENSEN et al., 2006). Esses resultados contraditorios podem ser devidos a diferentes
linhagens celulares usadas para avaliar os efeitos do E». Neste estudo, foi utilizada a
cultura primaria de células da medula 6ssea de camundongo, enquanto os estudos da
literatura usaram a linhagem celular imortalizada de macr6fagos RAW264.7 e célula
mononuclear do sangue periférico humano diferenciado em osteoclasto. Em comparacao
com a RAW264.7, um estudo mostra que diferentes concentragdes de estrogeno alteram
a expressao de receptores importantes para a sinalizacdo da osteoclastogénese, como o
RANK e o c-Fms (GALAL et al., 2007). Esse efeito ndo foi avaliado nas células da

medula 6ssea de camundongo, porém ¢ possivel que a expressdo desses receptores nao
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tenha sido alterada pela concentracdo de E» utilizada nesse trabalho. Além disso, a
RAW264.7 ¢ derivada de tumor e ¢ uma linhagem imortalizada que difere das células de
cultura primaria obtida da medula 6ssea de camundongo por apresentar alteragdo de vias
de sinalizagdo que permitem a sua proliferagio (SHORE; TANTRAVAHI; REDDY,
2002). Sendo assim, um estudo demonstra que durante a osteoclastogénese induzida por
RANKL hé diferengas entre os dois tipos celulares quanto a ativacdo de moléculas que
influenciam em vias de sinalizacdo relacionadas a apoptose, ciclo celular e reorganizacao
do citoesqueleto (NG et al., 2018). Portanto, o mesmo estimulo pode gerar respostas
diferentes entre esses tipos celulares. Quanto a diferenca entre as células humanas e
murinas, sabe-se que receptores de estrogeno de diferentes espécies podem exibir
preferéncia e afinidade por compostos estrogénicos em proporgdes diferentes
(MATTHEWS et al., 2000). Tal efeito pode ser devido a sequéncia de aminoacidos
presentes no dominio de ligacdo do receptor que podem ser diferentes para cada espécie
(WHITE et al., 1987; MATTHEWS et al., 2000). Nesse caso, cada tipo celular pode ter
uma variacdo na sensibilidade para a mesma substancia devido a diferenca de afinidade
ao Ea.

Neste estudo a area dos osteoclastos nao foi afetada por DPN, mas E» foi capaz de
reduzir o tamanho dos mesmos, o que pode ser um indicativo da agdo desse hormonio
sobre o processo de fusdo celular que ocorre durante a osteoclastogénese, Uma vez que
E> possa retardar a fusdo de células, este efeito pode secundariamente reduzir o nivel de
reabsorcao dos osteoclastos, ja que a capacidade de reabsor¢ao pode ser correlacionada
com a area superficial destas células (LEES; SABHARWAL; HEERSCHE, 2001).
Possivelmente houve redu¢do na produgdo de DC-STAMP, proteina relacionada a fusao
dos precursores de osteoclastos, uma vez que o OC-STAMP, gene importante que regula
expressdo de outros relacionados a fusdo de precursores de osteoclasto, ¢ inibido pela
acdo do estrogeno (YAGTI et al., 2005; WITWICKA et al., 2015). Portanto, ¢ possivel
sugerir que o ERP nao influencie nas proteinas de fusao, uma vez que DPN nao alterou o
tamanho dos osteoclasto, sendo essa atividade atribuida ao ERa.

O citoesqueleto dos osteoclastos ¢ essencial para garantir sua adesdo a matriz,
permitindo sua atividade de reabsorcdo (TEITELBAUM, 2011; HAN; ZUO;
HOLLIDAY, 2019). Nesse processo, a reorganiza¢cdo do citoesqueleto de actina forma
estruturas com aspectos de anéis (ou zonas de vedacao) que permitem que a membrana
plasmatica dos osteoclastos entre em contato com a superficie 0ssea e facilita a reabsor¢ao

da matriz 6ssea (UEHARA; UDAGAWA; KOBAYASHI, 2018). De acordo com essas
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informagdes, avaliou-se a formagao do anel de actina em células incubadas com DPN ¢
E». Os resultados demonstraram que nao houve diferenga na porcentagem de células que
apresentavam o anel de actina formado por DPN e E», sendo assim, ndo foram capazes de
alterar a polimerizag¢ao dos anéis de actina que conferem maior adesdo aos osteoclastos.
Porém, as células foram diferenciadas em superficie sem contato com qualquer matriz
que fornecesse estimulo para sua atividade, talvez por isso ndo houve diferenca na
polimerizacao da actina em relagdo ao uso de DPN e E». Para obter uma melhor resposta
quanto a atividade dos osteoclasto, o ideal ¢ fazer com que as cé€lulas sejam diferenciadas
em contato com algo que possa mimetizar a matriz 6ssea (MARINO et al., 2014). Por
esse motivo, foi realizado também o osteoassay.

A maior expressao de ER[} na fase final da diferenciagdo (72 horas apds o estimulo
com RANKL) poderia sugerir que essa isoforma do receptor estaria mais relacionada a
atividade dos osteoclastos e ndo ao processo de diferenciagdo. Isso pode explicar a
auséncia da atividade do DPN nos momentos iniciais da osteoclastogénese, que seria a
fusdo dos precursores. Portanto, foi realizado o osteoassay para avaliar a capacidade de
reabsor¢ao dos osteoclastos em uma matriz que estimula a atividade dessas células. Nesse
ensaio, o DPN, agonista seletivo para o ERP, ndo afetou a atividade de reabsor¢do dos
osteoclastos, pois a porcentagem da area reabsorvida foi semelhante ao do veiculo. Este
¢ um indicativo de que essa isoforma pode ndo ter agdo sobre a atividade dos osteoclastos
também. Existem poucas informagdes sobre a relagdo ERP e osteoclastos na literatura.
Um estudo sugere que o ERP induz a apoptose de osteoclastos maduros, como
demonstrado pela co-localizagdo do ERP e das regides apoptdticas (CRUSODE DE
SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI, 2009). O DPN nao foi capaz de afetar a
osteoclastogénese e nem mesmo a capacidade de reabsor¢do dos osteoclastos, entdo
talvez a agdo do receptor esteja mais relacionada ao tempo de vida dos osteoclastos.

E> apesar de ndo ter afetado o numero de osteoclastos formados, ele gerou
osteoclastos menores € com baixa capacidade de reabsor¢dao 6ssea. Como foi visto, a
porcentagem da area reabsorvida por células tratadas com E; foi estatisticamente menor
se comparado ao DPN e ao veiculo. Esses dados corroboram com outros apresentados na
literatura, em que o E> afetou a capacidade de reabsor¢do de osteoclastos maduros
(KAMEDA et al., 1997; MANO; HAKEDA; KUMEGAWA, 2001). Apesar disso, ha
estudo que tem mostrado efeito contrario, em que estrogeno diminuiu a diferenciagao dos
osteoclastos, mas nao afetou a reabsorcao por osteoclastos maduros (SORENSEN et al.,

2006). A diferenca dos resultados pode ser devido ao fato que este Ultimo estudo faz a
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analise de atividade de osteoclastos por meio da mensuracao de um peptideo de coldgeno
que ¢ liberado no sobrenadante da cultura pela matriz reabsorvida, enquanto os trabalhos
previamente citados avaliam diretamente a area reabsorvida.

Portanto, no presente trabalho apenas o E> demonstrou seus efeitos que
possivelmente sdo gerados principalmente por meio da a¢do do ERa, assim como a
maioria dos artigos ja atribuem os efeitos do estrogeno ao ERa, como na diferenciagao,
na atividade e na viabilidade dos osteoclastos (MANO; HAKEDA; KUMEGAWA, 2001;
SORENSEN et al., 2006; NAKAMURA et al., 2007). Apesar de haver aumento na
expressao génica do ERPB ao longo da osteoclastogénese, o tratamento com DPN nao
apresentou quaisquer efeitos sobre a diferenciagdo, tamanho e capacidade reabsortiva dos
osteoclastos, possivelmente por causa da agdo da droga ou sensibilidade desse receptor
nas células utilizadas ou mesmo pela participagdo do ERP nesses processos. Sendo assim,
com esse estudo foi possivel sugerir que o ERP ndo tem influéncia sobre a

osteoclastogénese e atividade dos osteoclastos.

6 CONCLUSAO

A expressdo de ERP ¢ aumentada ao longo da osteoclastogénese induzida por
RANKL. No entanto, a atividade desse receptor ou de DPN nao influencia na
diferenciagdo e atividade de osteoclastos derivados de células da medula 6ssea de

camundongos.
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1 INTRODUCAO

A reabsorcao Ossea ocorre através de um desequilibrio entre a atividade
osteoclastica ¢ osteoblastica em favor da formagao de osteoclastos, fendmeno conhecido
como osteoclastogénese (ZAIDI, 2007). O aumento da osteoclastogénese e da atividade
dos osteoclastos sdo as principais causas de doencas relacionadas a reabsor¢ao Ossea,
como a osteoporose. Essa ¢ uma doenga que afeta milhares de pessoas por ano e causa
fraturas principalmente no quadril, pulso e coluna vertebral (SOZEN; OZISIK;
BASARAN, 2017). A osteoporose ndo tem cura e, portanto, elucidar as vias de
sinalizacdo e fatores que contribuem para a reabsor¢do Ossea ¢ importante para ajudar
tanto no seu tratamento assim como no tratamento de enfermidades que acometem o
tecido dsseo.

Os osteoclastos sao células multinucleadas derivadas da linhagem hematopoiética
e sao formadas a partir da fusdo de células mononucleadas, como monoécitos e
macrofagos. A diferenciacdo em osteoclastos ocorre quando as células progenitoras
recebem estimulos externos, principalmente da combinagdo do fator estimulador de
coldonias de macrofagos (M-CSF) e do ativador de receptor do fator nuclear kappa B
ligante (RANKL) (CHEN et al., 2011; BOSTROM; LUNDBERG, 2013). A ligacdo do
RANKL ao seu receptor RANK, presente na superficie das células mononucleadas, pode
gerar diversas sinalizagdes internas, incluindo o recrutamento do fator 6 associado ao
receptor de TNF (TRAF6) para o dominio citoplasmatico de RANK. O TRAF®6 ativa a
via de sinaliza¢do mediada por proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), incluindo
c-Jun N-terminal quinase (JNK), p38 MAP quinase (p38) e quinase regulada por sinal
extracelular (ERK) (GREENBLATT et al., 2010; KIM, J. M. et al., 2019) e também ativa
a via do fator nuclear kappa B (NF-xB) (BOYCE et al., 2015). Essas vias ativam o fator
nuclear de células T ativadas c1 (NFATc1), o principal regulador génico na diferenciacao
de osteoclastos. O NFATcl transloca-se para o nlicleo para controlar a expressao de genes
relacionados com a diferenciacdo em osteoclastos (figura 1).

A sinalizacdo gerada por RANKL/RANK ¢ capaz de ativar parcialmente o
NFATcl. Neste momento, existem sinais co-estimulatérios que auxiliam na ativagao
desse importante regulador osteoclastogénico por meio de oscilagdes de calcio
intracelular (figura 1). Os sinais co-estimulatdrios sdo mediados por imunorreceptores
ativados por tirosina (ITAM), como OSCAR e a ativacdo de fosfolipase Cyl (PLCyl1)
(KOGA et al., 2004). Alguns pesquisadores relatam que a ativacdo PLCy promove a
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geragao de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que mobiliza célcio intracelular que, por sua vez,
ativa a fosfatase dependente de calmodulina, calcineurina. A calcineurina desfosforila
diretamente residuos serina no NFATc1, permitindo sua rapida translocacao para o nticleo
e subsequente ativagdo (FU et al., 2015).

NFATcl ativa a transcri¢cao de genes relacionados a osteoclastogénese, como o
gene da fosfatase acida resistente a tartarato (TRAP) e proteina transmembranar
especifica de célula dendritica (DC-STAMP) (HOLLBERG et al., 2002; YAGI et al.,
2005). Além disso, NFATc1 ¢ importante na ativagao de genes relacionados a atividade
dos osteoclastos, como catepsina K e metaloproteinase 9 (MMP-9), que sdo proteases
secretadas e responsdveis pela degradacdo da matriz dssea (TROEN, 2004;
CHRISTENSEN; SHASTRI, 2015).

Outra via ativada a partir da ligacdo de RANKL ao seu receptor RANK ¢ a da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células precursoras de osteoclastos
por um mecanismo que envolve o TRAF6, GTPase Rac 1 (RAC1) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NOX) (BEDARD; KRAUSE, 2007; KIM, M. S. et al.,
2010; BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014; KIM, J. H.; KIM, 2014) (figura
1). Estudos prévios indicaram que quantidades moderadas de ROS participam como
segundo mensageiro para diferentes receptores, e tem importancia na diferenciacdo em
osteoclastos. Isso ocorre uma vez que ROS geradas por Racl levam a ativacao de longo
prazo da fosfolipase C gama 1 (PLCy1) que ¢ necessaria para gerar oscilagdes de calcio.
Neste cenario, o célcio ativa uma fosfatase chamada calcineurina, que por sua vez ativa
o NFATcl por desfosforilacao (KIM, M. S. et al., 2010; KIM, J. H.; KIM, 2014; 2016).
Sendo assim, a presenca de ROS participa na ativacao da osteoclastogénese por meio da
via co-estimulatdria que leva a oscilagdes intracelulares de calcio a partir do reticulo

endoplasmatico (figura 1).
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Figura 1. Vias de sinalizacio que leva a osteoclastogénese por meio da ligacio
RANKL/RANK e sinal co-estimulatorio derivado de anticorpo OSCAR. A partir da
licdo de RANK ao seu receptor ocorre o recrutamento de TRAF6 que ativa NF-kB,
MAPK e Racl. A via de NF-xB ¢ MAPK levam a ativagdo de NFATcl. Ja a via
Racl/NOX/ROS leva a ativagdo de PLCy, assim como o sinal co-estimulatorio derivado
do 1unorreceptor OSCAR. A mobilizagdo de calcio intracelular gerada por PLCy, ativa

calcineurina que por sua vez ativa NFATcl.
Fonte: autoria propria

Uma das fontes de ROS ¢ o complexo NOX, que ¢ formado por diferentes
subunidades que diferem no nivel de expressdo e liberacio de ROS (BRANDES;
WEISSMANN; SCHRODER, 2014). Existem sete subunidades descritas para NOX, sdo
elas NOX1, NOX2 (também conhecida como gp9lphox), NOX3, NOX4, NOXS,
DUOX1 e DUOX2 (BEDARD; KRAUSE, 2007). Para ativagao do complexo NOX, o
evento inicial ¢ a fosforilagdo de p47phox no dominio citoplasmatico. A fosforilagao
causa uma alteracdo conformacional em sua estrutura, permitindo sua ligagdo com
p67phox, que ja esta complexado com p40phox (BABIOR, 2004; RASTOGI et al., 2016).
O complexo citosdlico trimérico (p47phox-p40phox-p67phox) transloca-se para a
membrana pela assisténcia de p47phox que se liga principalmente a p22phox. Por fim, a

GTPase Rac transloca-se para o complexo para montagem e ativagdo de NOX
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(BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014; RASTOGI et al., 2016). Uma vez
formado este complexo NOX, o NADPH ¢ oxidado, reduzindo o oxigénio e formando
um 4anion superoxido, uma das principais espécies reativas de oxigénio
(WADDINGTON; MOSELEY; EMBERY, 2000; BABIOR, 2004; BEDARD;
KRAUSE, 2007; SASAKI et al., 2009a) (figura 2).

Figura 2. NOX ativada e suas subunidades. A partir do acoplamento das subunidades
gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e a GTPase Rac ¢ que o complexo
enzimatico fica ativado e capaz de reduzir o oxigénio formando ROS a partir da oxidagdo

de NADPH.
Fonte: adaptado de MCCANN; ROULSTON, 2013

As diferentes isoformas de NOX sdo expressas em quantidades diferentes
dependendo do tipo celular. NOX1, NOX2 e NOX4 foram encontradas em células osseas,
como os osteoclastos, e sdo consideradas as principais isoformas influenciadoras na via
da osteoclastogénese por meio da produgdo de ROS (AGIDIGBI; KIM, 2019). Ainda que
os estudos sejam controversos quanto a participa¢do de cada isoforma de NOX na
formagao dos osteoclastos, a NOX2 foi identificada como a principal isoforma expressa
em macrofagos derivados de medula dssea que sao precursores de osteoclastos (LEE et
al., 2005). Em razao disso tem sido estudado qual o papel de NOX2 tanto na formacgao
como na atividade dessas células. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a

participagdo da NOX2 na osteoclastogénese.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a osteoclastogénese e atividade de reabsor¢ao em células da medula 6ssea de

animais knockout para NOX2 (NOX27) e tipo selvagem (WT).

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o nimero de osteoclastos diferenciados a partir de células da medula 6ssea
de camundongos NOX2"" e tipo selvagem (WT).

b) Avaliar a 4rea de osteoclastos diferenciados.

¢) Avaliar a mobilizagdo de célcio intracelular durante a osteoclastogénese induzida
pelo estimulo com RANKL.

d) Determinar a expressao génica de catepsina K e RANK em osteoclastos.

e) Avaliar a capacidade de reabsor¢do dos osteoclastos a partir da analise de

osteoassay.

3 METODOLOGIA
3.1 Diferenciacio in vitro das células de medula éssea de camundongo em osteoclasto

As células da medula 6ssea foram obtidas da tibia e fémur de camundongos
C57BL/6 (B6.129S6-Cybbtm1Din/J) tipo selvagem (WT) e knockout para NOX2
(NOX27"). Os animais foram fornecidos e mantidos pela Rede de Biotérios de Roedores
da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) sob o regime de 12 horas no claro
e 12 horas no escuro, dieta ad libitum e temperatura de 25 C°. O projeto foi executado
conforme a aprovacio pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) sob
numero de projeto 024/15.

As células foram lavadas com solugdo de lise de hemadcias e depois plaqueadas
em placa Petri no total de 1,3x107 células por placa. As células foram cultivadas com
meio o-MEM (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) suplementado com 1% de
penicilina/estreptomicina (1000 U / mL) (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), 0,1% de
gentamicina (Invitrogen), 10% de soro fetal bovino (Gibco™, Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA). Para a obtencao de macrofagos, as células da medula dssea foram estimuladas
com 30 ng/mL de proteina recombinante murino M-CSF (R&D Systems, Minneapolis,

MN) por 3 dias. Apos esse periodo, os macrofagos foram plaqueados em placa de 96
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pocos na quantidade de 2x10* células por pogo. Novamente foram estimuladas com 30
ng/mL de M-CSF, dessa vez acrescido de 10 ng/mL de proteina recombinante RANKL
murino (R&D Systems). O RANKL ¢ necessario para fazer a diferenciacdo dos
macrofagos em osteoclastos. O estimulo com RANKL foi conduzido por 5 dias, com

renovacado de meio a cada 2 dias (MARINO et al, 2014).

3.2 Confirmaciao da diferenciacdo de osteoclastos por reacdo da fosfatase acida
resistente ao tartarato

Os osteoclastos formados foram identificados por meio da reagdo da fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP), enzimas tipicas dessas células multinucleadas. Para
isso o meio foi removido ¢ as células fixadas com soluc¢do de acetona, citrato ¢ formol.
Em seguida as células foram incubadas com a solucao para TRAP que foi preparada de
acordo com a recomendac¢do do fabricante (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As
c¢lulas TRAP positivas foram aquelas que tinham granulos citoplasmaticos marcados por
depositos de vermelho escuro a roxo. Foi realizado a contagem dos osteoclastos formados
por poco, sendo considerado como osteoclastos as células multinucleadas positivas para
a TRAP com 3 ou mais ntcleos. As imagens foram obtidas com aumento de 5x usando o
microscopio FSX 100 (Olympus Corporation, Toquio, Japao). A medigdo das areas de
osteoclastos foi realizada usando o software Imagel] (National Institutes of Health,

Bethesda, MD).

3.3 Mensuracio de calcio intracelular ([Ca?']i)

O calcio ¢ um importante mediador para a osteoclastogénese, fundamental na
ativagdo de NFATcl, que ¢ o principal regulador para transcricdo de genes que
possibilitam a diferenciacdio em osteoclastos. A determinacdo da concentracdo
citoplasmatica de Ca*" livre foi feita por fluorescéncia, usando a sonda fluorescente Fura-
Red (Thermo Fisher). Os macrofagos (1x 10° células) foram estimulados com 10 ng/mL
de RANKL e 30 ng/mL de M-CSF por 1h e cultivados em placas de 96 pocos em solugcao
tampao HBSS e incubados a 37°C, com a sonda Fura Red a 400 ng/mL durante 60 min.
Apos este periodo de incubacgao, o Fura Red que nao foi internalizado foi eliminado por
lavagens com o tampao HBSS. As células foram ressuspendidas em HBSS e submetidas
a leitura por fluorescéncia. As determinagdes da fluorescéncia emitida pela sonda foram
feitas utilizando o espectrofotometro Glomax (Promega, Wisconsin, USA). As células

foram excitadas a 405nm e a emissdo de fluorescéncia foi registrada no comprimento
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495nm. Os dados foram apresentados como a porcentagem de fluorescéncia maior que o

branco (células sem a sonda Fura Red).

3.4 Extracdo de RNA e PCR em tempo real

Para esse experimento foram coletadas as células no dia 3 (Oh de estimulo com
RANKL) para o tempo de Oh e no dia 5 (ap6s a renovagdo do meio com RANKL por 1h)
correspondendo ao tempo de 49h. Esse tempo foi escolhido por ter apresentado o melhor
resultado de expressao génica.

O RNA total foi isolado usando o kit de extracao Maxwell (Promega, Wisconsin,
EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Apds o isolamento do RNA, o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado usando PrimeScript RT Mix (Promega, Wisconsin,
EUA). A gqPCR foi realizada utilizando o kit GoTag® Master Mix qPCR (Promega,
Wisconsin, EUA). Primers para andlises de qPCR foram sintetizados com base no banco
de dados do GenBank e estdo listados na tabela 1. A qPCR foi conduzida no sistema de
detecgdo de seqiiéncia StepOne™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher) usando primers
para TNFRSF11A4 (gene que codifica RANK) e CTSK (gene que codifica catepsina K). O
gene da 2-microglobulina foi usado como gene endogeno. Os resultados de qPCR sao
expressos como quantificagdo relativa obtida pelo método 2-AAct. Este indice expressa a
variacdo relativa do gene do estudo no grupo experimental em relacdo ao grupo nao

estimulado (sem estimulo com RANKL).

Tabela 1. Sequéncia de primers usados na PCR em tempo real

Primers Sequéncia

B2-microglobulina | Forward: 5°’- GCAGTTACTCATCTTTGGTCTA-3’

Reverse: 5°- GCACAGTGACAGACTTCAA -3’

TNFRSF11A4 Forward: 5°- CTGGTTCACTGCTCCTAATC-3’
(RANK) Reverse: 5’- TGGCTTAAACTGTCGTTCTC-3’
CTSK Forward: 5°>-TGGATGAAATCTCTCGGCGT-3’
(Catepsina K)

Reverse: 5’-TCATGTCTCCCAAGTGGTTC-3’

3.5 Ensaio de reabsorc¢io 0ssea (osteoassay)



46

Macréfagos derivados da medula 6ssea (2x10* células por pogo) de camundongos
do tipo selvagem (C57BL/6) e NOX2”" foram cultivados com M-CSF (30 ng/mL) e
RANKL (10 ng/mL) na superficie de pogos recobertos por material sintético mimético a
osso formado a partir de cristais inorganicos de fosfato de célcio (Corning Life Science,
Corning, NY, EUA), seguindo orientacdes do fabricante. Apds 5 dias de cultura, o
experimento foi finalizado e a area de reabsor¢do (area preta) foi medida considerando
porcentagem da area total usando o software ImageJ (Institutos Nacionais de Satde,

Bethesda, MD).

3.6 Analise estatistica

O teste de Kolgomorov Smirnov foi aplicado para verificar se as varidveis
estudadas possuiam uma distribui¢do normal. Para comparar dois grupos foi usado o teste
T de Student e para mais de dois grupos foi usado teste de analise da variancia univariada
(One-way ANOVA) seguido por teste Post-hoc de Tukey. A diferenga foi considerada

estatistica se o valor de p for menor do que o alfa escolhido para o estudo (0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Auséncia de NOX2 nao influencia a diferenciacio dos osteoclastos

O numero de osteoclastos obtidos por poc¢o ndo foi diferente entre os grupos WT
e 0 NOX2” (p>0.05) (Figura 3A e 3B). Da mesma forma, a auséncia da proteina NOX2
também ndo interferiu no tamanho médio dos osteoclastos formados, ndo havendo

diferenca estatistica da 4rea dos osteoclastos entre os grupos WT e NOX2”" (Figuras 3A

e 30).
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Figura 3. Numero e drea de osteoclastos derivados de células de camundongo WT e
NOX2". (A) Fotos representativas de osteoclastos formados a partir de células de
camundongo WT e NOX2"" apos 4 dias de tratamento com RANKL. As setas amarelas
indicam os osteoclastos. Escala em cor amarela representa 100um. (B) Grafico do numero

de osteoclastos por pogo. (C) Area dos osteoclastos em pum?. As barras representam a
média + SEM.

4.2 A auséncia de NOX2 promove aumento no influxo de calcio intracelular

Foi constatada maior intensidade de fluorescéncia da sonda Fura Red nas células
do camundongo NOX2”~ em relagio ao camundongo WT (p<0.05), indicando maior
mobiliza¢io de calcio intracelular nas células do camundongo NOX2”~ apés 1 hora de

estimulo com RANKL (Figura 4).
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Figura 4. Influxo de célcio apos estimulo de RANKL por 1 hora. Influxo de célcio
intracelular induzidos por RANKL em macrofagos derivados de célula da medula dssea
de camundongo NOX2”" ¢ WT. MFI significa mediana da intensidade de fluorescéncia
que foi calculada em porcentagem relativa ao branco. As barras representam a média +
SEM.* representa p<0,05.

4.3 Auséncia de NOX2 influencia a expressido génica de catepsina K

A expressao de catepsina K foi maior no tempo de 49h nas células do camundongo
NOX2"- em relagdo ao tempo de Oh deste grupo e em relagiio ao tipo selvagem, em ambos
os tempos (Figura 5A). J4 a expressdo génica de RANK ndo foi estatisticamente diferente
para nenhum tempo de estimulo com RANKL, tanto para as células de camundongo

NOX2" quanto para WT (Figura 5B).
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Figura 5. Expressao génica relativa nos tempos de Oh e 49h apds estimulo com
RANKL. (A) Catepsina K. (B) RANK. As barras representam a média + SEM.*
representa p<0,05.

4.4 Auséncia de NOX2 promove maior atividade reabsortiva dos osteoclastos

Foi observado que a porcentagem da area reabsorvida por osteoclastos formados

a partir de células obtidas de camundongo NOX2”~ foi maior em relagdo ao do

camundongo WT (p<0.05) (Figura 6)
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Figura 6. Area de reabsor¢io formada por osteoclastos derivados de células da
medula éssea de camundongo WT e NOX2". (A) Fotos representativas dos pogos
reabsorvidos pelos osteoclastos. As manchas escuras representam a parte reabsorvida. (B)
Grafico que representa a porcentagem da area reabsorvida por osteoclastos formados. As
barras representam a média + SEM.* representa p<0,05.

5 DISCUSSAO

A relacdo de NOX com a osteoclastogénese esta pautada principalmente pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que em quantidade moderada
funcionam como mensageiros secundarios para diversas sinalizagdes intracelulares. No
caso dos osteoclastos, ROS atua promovendo a osteoclastogénese e também estimulando
a reabsor¢do Ossea. Dentre as diversas isoformas de NOX, a NOX2 ¢ a que tem maior
expressdo em células precursoras de osteoclastos (RAHMAN et al., 2018). Para
compreender os efeitos de NOX2 na osteoclastogénese, foram usados camundongos
knockout para NOX2.

O resultado obtido a partir da diferenciacdo das células de camundongo NOX2™
e do tipo selvagem (WT), demonstram que a auséncia de NOX2 ndo afetou a formagao

dos osteoclastos, uma vez que o numero dessas células foi semelhante entre os grupos.
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Entretanto, um estudo relata influéncia do NOX2 na osteoclastogénese, mostrando uma
diminui¢dao na formacdo de osteoclastos de camundongos com deficiéncia de NOX2,
devido a regulacdo negativa do NFATcl (KANG; KIM, 2016). Apesar dessa pesquisa,
ha outro trabalho que corrobora com os dados obtidos pelo presente estudo, em que as
células obtidas de camundongos knockout para NOX2 nado se diferenciam menos ou
produzem menos ROS em resposta ao RANKL comparado as células de camundongo
WT (SASAKI et al., 2009a). Além disso, o estimulo de RANKL atenua a expressdo de
NOX2 durante a osteoclastogénese, indicando que a auséncia de NOX2 nao afeta a
osteoclastogénese e que provavelmente ela nao ¢ essencial para a diferenciacdo dos
osteoclastos (SASAKI et al., 2009a).

Outras formas da NOX ja foram relatadas como sendo importantes para indugao
da osteoclastogénese. Uma delas ¢ a NOX4 que ¢ expressa em um nivel mais alto nos
osteoclastos do que nas células precursoras, sugerindo que a expressao dessa isoforma
seja aumentada durante a diferenciagdo e o desenvolvimento dos osteoclastos (YANG et
al., 2004). Além disso, pesquisas com camundongos NOX4~~ apresentaram 46% menos
osteoclastos no osso em comparagdo aos camundongos WT. A indugdo de precursores de
osteoclasto com M-CSF e RANKL resultou em 56% menos células multinucleadas
positivas para TRAP em camundongos NOX4”~ em comparagio com células precursoras
derivadas de camundongos WT (SASAKI et al., 2009a). As células-tronco
hematopoiéticas que sdo as progenitoras dos osteoclastos expressam NOX4, e quase 30%
de ROS nessas células sdo espontaneamente geradas por NOX4 (SASAKI et al., 2009b).
A ROS derivada de NOX4 parece ser mais significativa no processo de diferenciagdo dos
osteoclastos do que o NOX2. Apesar de NOX2 ser altamente expressa em precursores de
osteoclastos, ndo parece ser a isoforma mais importante para a diferenciagdo dos mesmos.

NOX1 ¢ outra isoforma que também desempenha um papel essencial na
diferenciagdo de osteoclastos maduros, como foi constatado em um estudo que ha
aumento da expressdo de NOX1 com estimulo de RANKL, enquanto a expressdo de
NOX2 ¢ atenuada (LEE, S. H.; KIM; JANG, 2014). Além disso, estudo sugere que exista
uma capacidade compensatoria entre as isoformas de NOX para producdo de ROS
(SASAKI et al., 2009b). Embora essa pesquisa ndo tenha avaliado a expressdo de NOX
1 e NOX4, a atividade compensatoria flexivel entre as isoformas de NOX deve existir
para contribuir para a diferenciacdo dos osteoclastos na auséncia de NOX2.

Ap0s ser constatado que a auséncia de NOX2 nao afetou a osteoclastogénese, foi

feito osteoassay para verificar se influenciaria na atividade dos osteoclastos. Os
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resultados mostraram que houve maior area reabsorvida por osteoclastos formados a
partir de camundongos NOX2", indicando que a auséncia de NOX2 promove maior
atividade dessas células. Uma das vias pelo qual NOX pode afetar os precursores de
osteoclasto ¢ a partir da regulacao de canais intracelulares de calcio. Isso ocorre a partir
de ROS gerada por NOX que promove oscilagdo na concentracao de célcio intracelular
(KIM, M. S. et al., 2010), que por sua vez ativa 0 NFATc1. Esse regulador transloca-se
do citoplasma para o nucleo e promove a transcricdo de genes especificos importantes
para diferenciacao e atividade dos osteoclastos (TAKAYANAGI, 2007). Dessa forma,
foi avaliado o influxo de calcio intracelular em células tratadas por uma hora com
RANKL. O resultado demonstrou maior influxo de céalcio em células derivadas de
camundongo NOX27 em relagdo ao WT, sendo assim, a auséncia de NOX2 parece
promover maior mobilizacao de calcio.

A sinalizagio de Ca®' representa um componente essencial da inducdo da
expressao de catepsina K. (WADDINGTON; MOSELEY; EMBERY, 2000; BATSIR;
GEIGER; KAM, 2017). Catepsina K ¢ uma protease altamente ativa na degradagdo do
colageno tipo I e osteonectina em pH baixo. Portanto, sua expressao indica uma alta
atividade osteolitica mediada pela a¢ao de osteoclastos (LEE, N. K. et al., 2005;
HORDIJK, 2006). Nossos resultados demonstraram uma alteracdo na concentracao de
Ca®" uma hora apds o tratamento com RANKL, o que possivelmente promoveu maior
expressio génica de catepsina K em células de camundongo NOX2”". Os resultados
obtidos indicam que a auséncia de NOX2 promoveu alta taxa de reabsor¢do por causa da
maior expressao de catepsina K devido a mobilizagdo de célcio intracelular. Um estudo
mostra o efeito contrario ao ser observado menor atividade de reabsorc¢ao dos osteoclastos
derivados de camundongo knockout para NOX2 (KANG; KIM, 2016). Porém, o trabalho
demonstrou que havia menor formagao de osteoclastos, o que consequentemente afetou
na area reabsorvida. Diferentemente deste trabalho que ndo foi constatada alteragdo no
numero de osteoclastos diferenciados.

Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos ¢ que hé indicios de que ROS
poderia afetar a sinalizagdo do fator de transcricdo NF-kB, que ¢ importante para a
diferenciagao do osteoclasto (SUMIMOTO et al., 1996). Sendo assim, embora a literatura
demonstre que o NFATc1 seja sub-regulado em camundongos knockout para NOX2, o
NF-kB nao ¢ afetado (KANG; KIM, 2016). A partir desse dado da literatura, sugere-se
que NF-«kB possa estar relacionado a manutengdo da expressdao de catepsina K. Além

disso, a expressio de catepsina K em células derivadas de camundongo NOX2"" pode
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também estar relacionada a atividade compensatéria de outras isoformas de NOX por
deficiéncia da NOX2 (SASAKI et al., 2009b).

Portanto, este estudo mostrou que a auséncia de NOX2 ndo interfere na
diferenciagdo dos osteoclastos e com isso altera a quantidade de células TRAP positivas
formadas a partir de camundongos NOX2”, mas demonstrou maior atividade de
reabsorcao osteolitica. Nao se sabe por qual mecanismo isso acontece, € mais estudos sao
necessarios. Sugerimos que os NOX1 e NOX4 possam suprir a auséncia de ROS
derivados de NOX2 como um mecanismo compensatério para a deficiéncia de NOX2.
Uma vez que sao isoformas ja relatadas como importantes para a diferenciacdo dos
osteoclastos. Além disso, a alteragdo do influxo de Ca’* e expressdo de catepsina K
significativamente mais alta corroboram com maior atividade de reabsor¢@o vista nas
células de camundongo NOX2"". Esses processos podem ser derivados da sinalizagio de
NOX1 e NOX4 que contribuem com a producdo de ROS e por um mecanismo

compensatdrio pela falta de NOX2.

6 CONCLUSAO

A auséncia de NOX2 ndo influencia a diferenciacdo dos osteoclastos, mas ha
aumento no influxo de calcio e maior expressao génica de catepsina K. Com isso,
observou-se aumento da atividade reabsortiva em osteoclastos derivados de camundongo

NOX2™".
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ANEXOS
r | Universidade Federal de Uberlandia { "
— Comissao de Etica na Utilizagcao de Animais — Utizagao de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo da influéncia do
receptor de estrogeno beta na osteoclastogénese”, protocolo n°
005/19, sob a responsabilidade de Marcelo José Barbosa Silva —
que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 05 de Abril de 2019.

(We certify that the project entitled “Avaliacao da mfluéncia do receptor de estrogeno beta
na osteoclastogénese”, protocol 005/19, under the responsibility of Marcelo José Barbosa
Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the
provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July 15th, 2009, and
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it
was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL
UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of April 05th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/06/2018 Término: 01/06/2021

Especie / Linhagem / Grupos Taxonomicos Camundongo isogénico C57BL/6

Numero de animais 30

Peso / Idade 25g/ 6 semanas

Sexo Fémea

Origem / Local Biotério Central da Rede de Biotérios de
Roedores da UFU (REBIR-UFU)

Local onde serdo mantidos os animais: Biotério Central da REBIR

Uberlandia, 09 de Abril de 2019.

)

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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Comissdo de Eticana

— Comisséo de Etica na Utilizagido de Animais — Utiizeg & de Animals
CEUA

CERTIFICADO

r Universidade Federal de Uberlandia { "
L -3

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdao da importancia da
producao de ros e do eixo de controle da liberagao de calcio na
osteoclastogénese ”, protocolo n° 024/15, sob a responsabilidade de
Marcelo José Barbosa Silva — que envolve a produ¢cao, manutencao e/ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as hormas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reuniao de 04/09/2015.

(We certify that the project entitled "Avaliacdo da importancia da producédo de ros e do eixo de
controle da liberagdo de calcio na osteoclastogénese ", protocol 024/15, under the responsibility
of Marcelo José Barbosa Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is
in accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of
July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of 04/09/2015).

Vigéncia do Projeto Inicio: 25/10/2015 - Témino: 20/02/2016

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongos C57BL/6 e NOX-/-

Numero de animais C57BL/6: 17 machos / NOX-/-: 17 machos

Peso / Idade C57BL/6: 6-8 semanas e 25 g / NOX-/-: 6-8
semanase 25 g

Sexo Machos

Origem / Local Biotério

Numero da Autorizagdo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 16 de setembro de 2015.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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