LORRAINE PERCILIANO DE FARIA

Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de ambos sobre a

osteoclastogénese: um estudo in vitro

Sao Paulo
2021






LORRAINE PERCILIANO DE FARIA

Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de ambos sobre a

osteoclastogénese: um estudo in vitro

Versao Corrigida

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Séao
Paulo, pelo Programa de Pdés-Graduagéao
em Odontologia para obter o titulo de
Doutor em Ciéncias

Area de Concentragéo: Biologia Oral

Orientador: Prof° Dr. Victor Elias Arana-
Chavez

Sao Paulo
2021



Catalogacao da Publicagao
Servigo de Documentagdo Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo

Faria, Lorraine Perciliano de.

Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagdo de ambos sobre a
osteoclastogénese: um estudo in vitro / Lorraine Perciliano de Faria ; orientador Victor Elias Arana-
Chavez -- Sao Paulo, 2021.

109 p. : fig., graf. ; 30 cm.

Tese (Doutorado) -- Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia. Area de concentragao:
Biologia Oral. -- Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo.
Verséo corrigida.

1. Osteoclasto. 2. Bifosfonato. 3. Horménios glicocorticoides. 4. Cultivo celular. I. Arana-Chavez,
Victor Elias. Il. Titulo.

Fabio Jastwebski — Bibliotecario - CRB8/5280



Faria LP. Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de ambos sobre
a osteoclastogénese: um estudo in vitro. Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sdo Paulo para obten¢do do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Aprovado em: 25/05/2021

Banca Examinadora

Profa. Dra. Maria Cristina Manzanares Céspedes
Instituicdo: Universidade de Barcelona Julgamento: Aprovada

Prof. Dr Edilson Ervolino
Instituicdo: Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP Julgamento: Aprovada

Profa. Dra. Emanuela Prado Ferraz
Instituicdo: Faculdade de Odontologia de S&o Paulo — FOUSP Julgamento: Aprovada






A Deus, a razéo da vida

Ao meu esposo Rodrigo






AGRADECIMENTOS

Agradecimentos especiais

Ao professor Victor Elias Arana Chavez, meus mais sinceros agradecimentos.
Que sorte a minha de ter encontrado um orientador que além de ser um excelente
pesquisador e professor, ainda € uma pessoa que tenho imenso respeito e admiragao.
Meus anos no LBO, gragas a sua orientagdo e amizade foram leves, cheios de
oportunidades e de muito aprendizado. Levarei sempre seu jeito tranquilo de ouvir
meus questionamentos, a liberdade que me foi dada para poder errar e aprender a
solucionar esses erros e a confiangca que me concedeu no desenvolvimento deste

trabalho. Sob a sua orientagéo eu pude crescer!

A minha duplinha amada, Claudia Cotomacio e Gabriela Magliano. Amizade
construida na pos-graduagao e que persiste ao deadline das defesas. Vocés foram
essenciais na minha jornada na USP e no LBO. Obrigada pela for¢a, por me ouvirem

e pelo companheirismo.

As amigas do LBO, Tais Carvalho, Juliana Cristina, Simone Peixe, Andressa
Hotsumi, muito obrigada pela companhia, pelas conversas diarias com café e pelo
suporte em todos os momentos. A querida IC Giuliana, que esteve comigo em
diversas etapas deste trabalho. A Dra. Vivian Bradaschia, por ser tdo solicita aos meus
guestionamentos e sempre disposta a colaborar.

A técnica de laboratério, Elis Chinen, obrigada por toda a ajuda desde o meu
primeiro dia no LBO, pela paciéncia e parceria. Sua competéncia, organizagao e
profissionalismo me inspiraram muito. Ao técnico Douglas Nesadal, obrigada pela

colaboracéo, ensinamentos e por me ajudar prontamente toda vez que eu precisei.

Ao professor Shannon Holliday, meu supervisor no Doutorado sanduiche, por ter
me recebido tdo bem no seu laboratério na Universidade da Florida. Com vocé eu
aprendi a arriscar mais e confiar no meu trabalho. Muito obrigada por todas as
oportunidades. To Professor Shannon Holliday, my "sandwich" PhD supervisor, for
having received me so well in his laboratory at University of Florida. I've learned from
him to take more risks and trust my work. Thank you so much for all the opportunities.



As amigas Flavia Rangel, Bruna Garcia e Renata Delgado pela companhia
brasileira, tdo aconchegante e necessaria nesse periodo que passamos longe de

casa. Meus meses em Gainesville foram melhores com vocés!

A Eleanor, Sharon e Sandra e todos os amigos do grupo Monday Night
Conversation, muito obrigada pelo carinho e cuidado que tiveram comigo. To Eleanor,
Sharon and Sandra and all the friends of the Monday Night conversation group, thank

you so much for all the love you have given me.
A minha familia amada, por todo suporte e amor.
Aos meus amigos, pelo incentivo e cuidado.

Ao meu esposo Rodrigo, vocé é parte fundamental nessa conquista. Obrigada por
comprar minhas ideias e embarcar nos meus sonhos. Seu apoio foi imprescindivel em
todas as fases da minha jornada académica, desde o TCC, passando pelo mestrado
e agora no doutorado. Mas especialmente agora, no desafio dos 6 meses do
sanduiche nos EUA, seu companheirismo e seguranga deram a forga que eu
precisava para encarar esse desafio. Te amo!

Agradecimentos institucionais

A Faculdade de Odontologia — FOUSP e & Coordenadoria do Programa de Pés-
Graduagao em Odontologia, pela enorme dedicagao ao curso buscando sempre sua

melhoria.

Ao Departamento de Biomateriais e Biologia Oral e aos professores Fernando
Neves Nogueira, Alyne Simdes Gongalves, Rafael Yague Ballester, Roberto Ruggiero
Braga, Carlos Eduardo Francci, Igor Studart Medeiros, Josete Barbosa Cruz Meira,
Leonardo Eloy Rodrigues Filho, Paulo Francisco Cesar, Marina Guimaraes Roscoe,
Paulo Eduardo Capel Cardoso e José Nicolau, obrigada pelos ensinamentos e por

seguirem contribuindo com exceléncia na disseminag&o do conhecimento.

As secretarias do departamento de Biomateriais e Biologia Oral, Eli e Rosinha,
por toda ajuda e paciéncia. A tranquilidade e o apoio de vocés me acalmaram em



diversos momentos. Ao secretario do programa de pds-graduacdo em Odontologia,

David Lascalla.

Aos demais funcionarios da pos-graduagao e da biblioteca, em especial a Glauci,

sempre muito prestativos e atenciosos.

A CAPES pela bolsa PRINT do PDSE e ao CNPq pelo apoio financeiro.






“‘Somewhere, something incredible is waiting to be known.”

Carl Sagan.






RESUMO

Faria LP. Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de ambos sobre
a osteoclastogénese: um estudo in vitro [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2021. Versao Corrigida.

Os osteoclastos sao células multinucleadas com a fungao de degradar e reabsorver o
tecido Osseo. Medicamentos como o alendronato (um tipo de bisfosfonato
nitrogenado) e a dexametasona (glicocorticoide), podem interferir na fisiologia das
células clasticas. Enquanto o alendronato (ALN) inativa o osteoclasto, agindo
primordialmente sobre o citoesqueleto desta célula, a dexametasona (DEX) pode
promover aumento na atividade dessa célula. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do ALN, da DEX e da combinagdo de ambos sobre a osteoclastogénese e
ativacao desta célula. Primeiramente foi estabelecido protocolo de remocao de smear
layer para os discos de osso bovino e na sequéncia, foi realizada analise em
espectrofotbmetro para avaliar a concentracdo de ALN absorvida pelo osso. O
substrato ésseo foi capaz de absorver completamente o ALN da solugdo nas
concentracdes de 10 e 100 uM. O cultivo de osteoclastos foi feito a partir das células
da medula éssea de camundongos e estimulados com 1,25 dihidroxivitamina D3 e
através de osteoclastos obtidos a partir de células Raw 264.7 estimulados com
RANKL. As células foram cultivadas sobre substrato ésseo previamente tratado com
ALN e tratadas com DEX a 1 yM. Conclui-se que o tratamento com ALN a 10 yM nao
foi capaz de inibir completamente a reabsorg&o 6ssea, seja administrado sozinho ou
com a DEX. A DEX promoveu aumento na expressdo génica RANKL e reducao de
OPG, mesmo quando administrada conjuntamente com ALN. Quando utilizado na
concentracdo de 100 pM, o ALN reduziu a quantidade de anéis de actina dos
osteoclastos e promoveu significativa diminuigdo na liberagdo de EVs nestas células.

Palavras-chave: Osteoclasto. Bisfosfonato. Glicocorticoide. Cultivo celular.






ABSTRACT

Faria LP. Effect of alendronate, dexamethasone and the association of both on
osteoclastogenesis: an in vitro study [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2021. Versao Corrigida.

Osteoclasts are multinucleated cells which degrade and reabsorb bone tissue. Drugs
such as alendronate (nitrogen-containing type of bisphosphonate) and
dexamethasone (glucocorticoid), have several effects on osteoclasts. While
alendronate (ALN) inactivates the osteoclast, acting primarily on the cytoskeleton of
this cell, dexamethasone (DEX) may promote an increase in this cell activity. The aim
of this study was to evaluate the effects of ALN, DEX and a combination of both on
osteoclastogenesis and activation of this cell. First, a smear layer removal protocol for
bovine bone disks was established, and then a spectrophotometric analysis to assess
the concentration of ALN absorbed by the bone. The bone substrate was able to
completely absorb the ALN with solutions of 10 and 100 yM. Osteoclast culture was
obtained from mouse bone marrow cells and stimulated with 1.25 dihydroxyvitamin D3
and through osteoclasts from Raw 264.7 cells stimulated with RANKL. The cells were
cultivated on bone slices treated with ALN and DEX at 1 pyM. It was concluded that
treatment with ALN at 10 yM did not completely inhibit bone resorption, whether
administered alone or with DEX. DEX promoted increased expression of the RANKL
and reduced OPG, even when administered with ALN. When osteoclasts were treated
with 100 uM ALN, a significant decrease in the formation of actin rings was found and

reduced release of EVs.

Keywords: Osteoclast. Bisphosphonate. Glucocorticoid. Cell culture.
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CAPITULO 1 Revisao de literatura e escopo da tese

11 Tecido 6sseo

O osso € um tecido conjuntivo especializado composto por matriz extracelular com
componente organico e mineral, além de quatro tipos de células. A matriz organica &
constituida predominantemente por colageno tipo | e a fase mineral na forma de
cristais de hidroxiapatita [3Ca3(P0O4)2(OH)2]. Apesar da sua aparente inércia, 0 0Sso
€ extremamente dindmico, capaz de promover processos de remodelamento e reparo

continuamente (Kenkre; Bassett, 2018).

Este dinamismo do tecido ésseo é regulado por uma complexa rede de sinalizagao
entre as diferentes células que compdéem o o0sso. Ha primordialmente células
originadas por duas linhagens: as de origem mesenquimal (osteoblastos, células de
revestimento O0sseo e ostedcitos) e as de origem monocitica/macrofagica
(osteoclastos). Enquanto as primeiras sdo as responsaveis por regular e secretar
matriz, os osteoclastos tém a fungdo de reabsorcédo (Datta et al., 2008; Kenkre;
Bassett, 2018).

Os osteoblastos s&do células com formato cuboide quando ativas. Tém
caracteristicas comuns as células secretoras de proteinas, exibindo no seu citoplasma
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi e vesiculas
de secregdo. Estas células sdo derivadas de células-tronco pluripotentes
mesenquimais e o controle da sua diferenciacdo € regulado principalmente pelo
Runx2 e a via Wnt/B-catenina. Quando os osteoblastos ndo estao ativos, ou seja, ndo
estdo produzindo matriz, eles sdo chamados de células de revestimento sseo. Elas
tém formato achatado, com poucas organelas de sintese e formam uma camada
continua de células que recobrem a matriz mineralizada, abaixo do periésteo e
endosteo (Dirckx et al., 2019).

Ja os ostedcitos sao osteoblastos que ficaram retidos na matriz dssea
mineralizada. Eles sdo o grupo de células mais abundantes do o0sso
(aproximadamente 90-95% das células) e formam uma profusa rede de comunicagao

através dos seus canaliculos. Essa comunicagao ocorre através da liberacdo de
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citocinas como RANKL/OPG e também Sost/Dkk1/Wnt; ou seja, os ostedcitos podem
regular tanto os osteoblastos quanto os osteoclastos. Aléem disso, essas células sédo
bastante sensiveis aos estimulos mecénicos, sendo capazes de coordenar e regular

a homeostase 6ssea (Robling; Bonewald, 2020).

1.2 Osteoclastos

Os osteoclastos s&o células gigantes multinucleadas derivadas da fusédo e
diferenciagdo de células mononucleares da linhagem monocitica-macrofagica
provenientes da medula 6ssea (origem hematopoiética). S&o células com formato
peculiar, alta eficacia na reorganizag&o do citoesqueleto e com uma impressionante

capacidade digestiva extracelular (Cappariello et al., 2014).

A principal fungao dos osteoclastos € reabsorver e degradar o osso em situagdes
fisiolégicas e também patolégicas, possibilitando o crescimento, reparos,
remodelagdo Ossea e movimentagdo dentaria (Arana-Chavez; Bradaschia-Correa,
2009). Contudo, esta célula também participa da regulagdo dos niveis de calcio,

fosfato, além de diversos outros processos no organismo.

O osteoclasto é uma célula polarizada, de citoplasma acidofilo e com 3 regides
distintas: regido basal, onde est&do os nucleos e grande parte das suas organelas; logo
abaixo, uma regido intermediaria, onde ha uma grande quantidade de vesiculas e
préximo a superficie 0ssea, a regido ativa. Na regido ativa localiza-se a borda em
escova e a zona clara, ou de selamento (Madel et al., 2019).

Os estimulos para a ativagdo e a fusdo das células clasticas sao regulados
principalmente pelo sistema RANK/RANKL/OPG e pelo fator estimulador de colbnia
macrofagica (M-CFS) (Cappariello et al., 2014). Na membrana plasmatica tanto dos
precursores das células clasticas quanto dos osteoclastos ativos, ha um receptor NF-
kb RANK (receptor activator of nuclear factor kappa B), que quando ativado pelo seu
ligante o RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand), uma proteina
soluvel secretada pelos osteoblastos e seus precursores no 0sso, estimulam as
respostas celulares que promoverao a fusao e diferenciacdo das células clasticas,
aumentando a clastogénese. Outra molécula que pode ser liberada para controlar
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esse processo é a osteoprotegerina (OPG). A OPG se liga ao RANKL impedindo-o de
se ligar ao RANK, inibindo os processos de diferenciagdo e ativacdo das células
clasticas (Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2009).

Quando a célula clastica é ativada, ela reorganiza seu citoesqueleto e se adere a
matriz mineralizada do osso através dos podossomos, essa proje¢cdo apresenta, na
sua regiao central, a borda em escova e, na sua periferia, a zona clara. Dentre os
componentes principais dos podossomos podemos citar os microfilamentos de actina,
proteinas de adesdo e receptores de integrina (Cappariello et al., 2014). Os
microfilamentos, em uma acédo bastante dinédmica, polimerizam-se formando
filamentos de actina (F-actin) que compdéem os anéis de actina (Han et al., 2019;
Holliday et al., 2019). Ja as integrinas como as a2p1, av1 e especialmente as av33
se ligam a sequéncia tri-peptidica RGD (Arg-Gly-Asp ou Arginina, Glicina e Aspartato)
de proteinas da matriz 6ssea, como a vitronectina, osteopontina e sialoproteina 6ssea.
Essa juncéo entre os anéis de actina e a ligagado entre integrinas e proteinas nao
colagenas da matriz, promovem um selamento periférico que por sua vez, isolam a

lacuna de Howship do restante do espacgo extracelular (Kenkre; Bassett, 2018).

ApOs a adesao da célula clastica a matriz mineralizada, inicia-se o processo de
dissolucao dos cristais de hidroxiapatita por meio do bombeamento de ions H* e CI,
que gera uma acidificagdo na lacuna de reabsorgéo. Isso € possibilitado pela presenca
da bomba de protons V-ATPase e canais de cloreto. Com a degradacgédo da fase
mineral, ocorre a exposigao da matriz organica, que é entdo degradada por enzimas
proteoliticas como a cisteina proteinase, metaloproteinases, serina proteinase e
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) (Cappariello et al., 2014). Esses
componentes degradados sdo englobados por vesiculas, transportados por
transcitose e liberados na superficie basolateral (dominio secretor) da célula clastica,
finalizando o processo de reabsorgéo (Hirvonen et al., 2013).
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Figura 1.1. Processo de reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos. A célula se torna polarizada, o
citoesqueleto se reorganiza formando uma zona clara, onde ocorre a adesdo do
osteoclasto ao tecido 6sseo.
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Diversos fatores influenciam os processos reabsortivos, como hormébnios da
paratireoide, estrégenos, insulina, 1,25(0OH)2D3 (vitamina D), interleucinas,

prostaglandinas e medicamentos, entre eles os bisfosfonatos e os glicocorticoides.

1.3 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BP) sdo medicamentos analogos ao pirofosfato inorganico (PPi)
que atuam sobre o metabolismo 6sseo. Essas drogas sdo amplamente utilizadas no
tratamento de multiplas formas da osteoporose, doenga de Paget, osteogénese
imperfeita, hipercalcemia e metastases 6sseas (Rogers et al., 2020; Russell, 2011).

Ao contrario das ligagdes labeis encontradas no pirofosfato (P-O-P), os BP tém
na sua composigao quimica dois grupos fosfato ligados a um atomo de carbono (P—
C-P), conferindo a esse medicamento maior estabilidade, resisténcia a hidrolise e alta
afinidade a hidroxiapatita. Ha também na sua estrutura, duas cadeias laterais R1 e

R2, permitindo uma grande variagdo na composigéo dessas drogas (Russell, 2006).
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Figura 1.2 Comparacdo entre as composicdes quimicas do pirofosfato e do bisfosfonato. Um
atomo de carbono substitui um de oxigénio e sdo adicionadas duas cadeias laterais,
R1eR2.
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Fonte: A autora

Os BP de primeira geracdo, também chamados de bisfosfonatos néao-
nitrogenados (etidronato, clodronato e tiludronato) s&o os mais parecidos com o
pirofosfato. Esses medicamentos sao convertidos no interior das células clasticas em
analogos né&o hidrolisaveis de adenosina trifosfato (ATP). O acumulo destes
compostos citotdéxicos, provoca a apoptose dessas células, inibindo a atividade
reabsortiva dos osteoclastos. Ja os BPs de segunda e terceira geragdo, também
chamados de bisfosfonatos nitrogenados, apresentam um atomo de nitrogénio na sua
cadeia R2, o que promove um significativo aumento na sua poténcia. Os BP de
segunda geracédo podem ser de 10 a 100 vezes mais potentes que os de primeira
geracéao, enquanto os de terceira geragao chegam a ser até 10000 vezes mais efetivo.
Esse significativo aumento de poténcia nos BP de terceira geragéo se deve a estrutura
quimica dessa molécula que além de ter o atomo de nitrogénio, apresenta na sua

composi¢cado um anel heterociclico (Rogers et al., 2011; Russell, 2006).

O mecanismo de ag&do dos BP de segunda e terceira geragao ocorre através da
inibicdo da via do mevalonato. Esta via, também conhecida como via da biossintese
do colesterol, tem papel fundamental no desenvolvimento de diversos processos
celulares ao possibilitar a sintese de coleterdis e isoprendides, como o farnesil
difosfato (FPP) e geranil difosfato (GPP). Estes compostos (FPP e GPP) sao
requeridos para a prenilacdo de pequenas GTPases como Ras, Rab, Rho e Rac que
por sua vez s&o essenciais para a regulagao de diversos processos na célula clastica
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como a organizagdo do citoesqueleto, estabelecimento da morfologia da célula,
formagao da borda em escova e também da sinalizagdo do trafego intracelular de
moléculas e vesiculas (Jobke et al., 2014; Rogers et al., 2011).

O alendronato de sédio (ALN) é um bisfosfonato nitrogenado de segunda geracéo
com alta afinidade a hidroxiapatita (Cummings et al., 2020). Apesar de ndo estar bem
esclarecido como os BP sao transferidos da circulagdo para a matriz 6ssea, acredita-
se que ele entra no espago extracelular e através do transporte paracelular é
disponibilizado na superficie do osso. Uma vez aderido a essa superficie o ALN pode
provocar efeitos diretamente nos clastos, que durante a reabsorgdo engloba por
endocitose o medicamento aderido a matriz. Na sequéncia, ja dentro da célula, o ALN
inicia sua acdo na via do mevalonato, inibindo 0s processos necessarios a

organizacéo e adesé&o da célula a matriz (Rogers et al., 2020).

Em estudos histologicos onde foi feita a administracdo de ALN em animais, é
possivel observar um numero substancial de células clasticas latentes, ou seja,
inativas (Bradaschia-Correa et al., 2013; Rezende et al., 2017; Yamamoto-Silva et al.,
2013). Essas células latentes também foram descritas por Jobke et al. (2014) em um
estudo in vivo a partir de bidpsias de osso da crista iliaca de pacientes com
osteoporose e em tratamento com BP nitrogenados. Os autores descreveram essas
células como biphosphonate-osteoclasts (osteoclastos em pacientes tratados com
BP). Estes osteoclastos latentes seriam células gigantes com mais de 10 nucleos e
pelo menos 2 das caracteristicas a seguir: 1) mais de 80 um de didametro, 2) formato
arredondado 3) descolamento da superficie 6ssea, 4) células de revestimento 6sseo

subjacente e 5) presenga de nucleos picnéticos.

Essas alteracbes estruturais também sdo observadas em estudos in vitro.
Alakangas et al. (2002), ndo encontraram diminui¢do do numero de células clasticas
ao serem tratadas com ALN, em cultura primaria. Contudo, verificaram diversas
alteragdes nos osteoclastos tratados com este bisfosfonato, incluindo organizagao
incompleta do citoesqueleto, da borda em escova e do trafego vesicular (Alakangas
et al., 2002). Também tem sido indicado que a administragdo de pequenas doses de
ALN pode inibir a liberagdo de citocinas como o RANKL, interferindo nas vias de
recrutamento, diferenciacdo e atividade das células clasticas (Martins et al., 2015).
Esse efeito sobre a atividade dos clastos tem se confirmado, através da diminui¢cao
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de células TRAP positivas ao serem tratadas com esse medicamento in vitro

(Pasqualetti et al., 2015) e também in vivo (Rezende et al., 2017).

O ALN é um medicamento bastante utilizado no tratamento da osteoporose pos
menopausa. Como sua eficacia nessa doenga ja € consolidada, tem sido bastante
estudado como esta droga poderia atuar sobre a osteoporose induzida por

glicocorticoides.

1.4 Glicocorticoides

Os glicocorticoides (GC) sao horménios esteroidais, sintetizados endogenamente
no coértex da glandula adrenal, sendo o cortisol o principal GC ativo nos humanos.
Estes hormdnios controlam o ritmo circadiano, com expressiva atividade anti-

inflamatoria e imunomoduladora (Ramamoorthy; Cidlowski, 2016).

O mecanismo de ag&o dos glicocorticoides comega a partir da entrada do GC pela
membrana plasmatica da célula para o citoplasma. Em seguida ele é convertido a sua
forma ativa através da enzima 113-HSD1 (113-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1).
Em sua forma ativa, o GC se liga ao receptor GR (glucocorticoid receptor) e migra
para o nucleo. Este complexo ativo no nucleo pode interagir com o DNA (agéo
gendmica) ou com outras proteinas de transcrigdo (agdo ndo gendmica). O efeito anti-
inflamatorio acontece pela inibigdo de prostaglandinas e fosfolipase A2, enquanto o
efeito imunossupressor ocorre pela inibicado de linfécitos. Contudo, essas
modificagdes na expressao génica das células, pode atuar em praticamente todo o
organismo, incluindo as células do tecido 6sseo (Hachemi et al., 2018; Henneicke et
al., 2014).

O controle enddgeno da ativagdo do GC é feito pela enzima 113-HSD2 (11p3-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2), que converte a forma ativa do GC (cortisol),
na sua forma inativa (cortisona). Contudo, tem sido indicado que a dexametasona
apresenta certa resisténcia a inativacdo pela 113-HSD2, podendo apresentar um
maior grau de complicagdes esqueléticas (Weinstein, 2012). A dexametasona (90-
fluoro-16a-metilprednisolona) € um esteroide fluorado, com estrutura semelhante ao

cortisol. Ela atua como agente adrenérgico, imunossupressor e anti-inflamatario,
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sendo um GC muito receitado; especialmente por ter boa biodisponibilidade, alto

poder anti-inflamatdrio e meia-vida de eliminacao longa (Billington et al., 2017).

Figura 1.3. Mecanismo de agcéo do GC dexametasona nas células. O GC é convertido a sua forma
ativa pela agédo da enzima 11B3-HSD1, e o complexo ativo migra para o nucleo da célula,
promovendo as agdes gendmicas.

Mem. plasmatica

@ 11B-HSD1 DEXAMETASONA - ' Maior resisténcia a inativagéo
; - ‘ pela 11B-HSD2 ;

—

GC + associado a GIOP

118-HSD2

Citoplasma

Fonte: A autora

Um dos efeitos colaterais mais expressivos dos GC € a intensa perda de
densidade Ossea mineral em tratamentos crénicos, ou seja, quando esses
medicamentos sdo administrados continuamente de 3 a 6 meses ou mais (Rizzoli;
Biver, 2015). A consequéncia dessa perda de densidade 6ssea, ficou conhecida como
osteoporose induzida por glicocorticoides (GIOP) (Jiang et al., 2020; Pasqualetti et al.,
2015; Sousa et al., 2017). Uma importante diferenga entre a GIOP e a osteoporose
pos menopausa, € que enquanto na primeira ha severa reducédo na atividade dos
osteoblastos, na segunda a patogénese € caracterizada pelo aumento da reabsorgao
durante o turnover ésseo (Rizzoli; Biver, 2015).

Alguns autores em estudos in vitro relatam que estes medicamentos podem
prolongar o tempo de vida da célula clastica (Weinstein et al., 2002) além de
potencializar a atividade reabsortiva dessa célula ao promover reducéo da liberagao
de osteoprotegerina (OPG) e aumento de RANKL (Canalis et al.,, 2007,
Sivagurunathan et al., 2005; Weinstein, 2011). Uma vez ocorrendo a ligacdo do
RANKL ao RANK, sdo desencadeadas respostas celulares que promoverao a fusao
e diferenciagdo das células clasticas aumentando a reabsor¢ao. Foi demonstrado in
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vitro que a dexametasona estimula a formagéo de células TRAP+ multinucleadas em
co-cultura de adipdcitos da medula éssea com precursores de clastos (Hozumi et al.,
2009).

Além disso, também ha a acio supressora destes medicamentos, ao promover
diminuigdo do numero de osteoblastos e suas fungdes, afetando os processos de
neoformacédo Ossea. Essa agdo dos glicocorticoides pode ocorrer sobre a via de
diferenciagdo dos osteoblastos, através da inibicdo da via Wnt/ (B-catenina e da
proteina morfogenética 6ssea (BMP-Runx2) (Hayashi et al., 2009), diminuindo a
diferenciagao osteoblastica (Canalis et al., 2007; Sivagurunathan et al., 2005); e ha
também inducdo de apoptose dessas células, levando a um rapido efeito sobre a
neoformacé&o ossea (Gori et al., 2015; Henneicke et al., 2014).

Essa combinacdo entre os efeitos sobre a neoformacgao e reabsorcdo, parece
acontecer de forma mais intensa nos periodos iniciais do tratamento, ja que ao
promover a diferenciacao dos osteoblastos, ha também efeitos sobre a liberagao das
citocinas necessarias a diferenciagao das células clasticas. Dessa forma, a exposicao
aos glicocorticoides exdgenos provoca inicialmente grande perda de densidade
mineral déssea nos primeiros meses de tratamento, diminuindo gradualmente,
podendo chegar a 12% no primeiro ano de tratamento, e apos esse periodo a
diminuicdo € menos intensa (entre 2-3%) (Henneicke et al., 2014).

1.5 Tratamento combinado com alendronato e dexametasona

Clinicamente, sdo duas situagdes possiveis que podem levar ao tratamento
combinado com o alendronato e a dexametasona. A primeira é o uso do bisfosfonato
como opgao de tratamento para a GIOP (osteoporose induzida por glicocorticoides) e
a segunda, pacientes em tratamento contra osteoporose utilizando bisfosfonato, que
por algum periodo (seja breve ou crénico), precise fazer uso de um glicocorticoide

objetivando um controle inflamatorio ou do sistema imune.

Para melhor compreensao desses fendbmenos, foi realizada busca no PubMed em

01/02/2021 utilizando as palavras chaves: “dexamethasone”, “alendronate” e
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‘osteoclast”. Foram recuperados 7 artigos que correspondiam a esses critérios.

Nenhum filtro adicional foi incluido e a busca detalhada pode ser observada abaixo:
Search: ((dexamethasone) AND (alendronate)) AND (osteoclast)

("dexamethason"[All Fields] OR "dexamethasone"[MeSH Terms] OR
"dexamethasone"[All  Fields] OR  "dexamethasone s"[All Fields] OR
"dexamethasones"[All Fields]) AND ("alendronate"[MeSH Terms] OR "alendronate"[All
Fields] OR "alendronate s"[All Fields] OR "alendronates"[All Fields] OR "alendronic"[All
Fields]) AND ("osteoclastic"[All Fields] OR "osteoclasts"[MeSH Terms] OR
"osteoclasts"[All Fields] OR "osteoclast"[All Fields]).

Dos 7 artigos recuperados, 6 eram estudos experimentais (in vitro e in vivo) e um
levantamento epidemioldgico. Para os estudos in vivo, a DEX foi utilizada objetivando
induzir a osteoporose induzida por GC (GIOP) e as doses variaram entre 0.6mg/kg a
1mg/kg. Nesses animais (ratas Wistar ou Sprague-Dawley), o ALN foi utilizado como
um dos grupos experimentais para comparar tratamentos, e a dose variou de 1mg/kg
a 2mg/kg. Em todos os trabalhos, a dose de DEX foi suficiente para a indugéo de
GIOP e o tratamento com ALN, auxiliou na recuperagdo dos danos 0sseos, seja
melhorando a massa 6ssea, ou promovendo diminuigdo no numero de osteoclastos
(Fredoni et al., 2017; Mohsenifar et al., 2016; Ren et al., 2017).

Ja nos estudos in vitro, as doses de ALN variaram entre 10 a 10-'* M, enquanto
as doses de DEX variaram entre 107 a 10" M. Resultados bem diferentes foram
observados com a mesma concentragdo de DEX (10® M). Foi observado que essa
baixa concentragcdo de DEX foi capaz de estimular a diferenciacdo de osteoclastos
(Breuil et al., 1998) e de osteoblastos (Giuliani et al., 1998). Inclusive, foi observado
que a adigdo de ALN, também em baixas concentragdes (10-° a 10-'* M) juntamente
com a DEX, potencializava essa diferenciagdo dos osteoblastos (Giuliani et al., 1998).
Outro efeito associado a DEX foi o prolongamento do tempo de vida do osteoclasto e
diminuigdo da apoptose dessas células. Esse efeito foi observado inclusive quando
as células eram tratadas com ALN, ou seja, um efeito ndo evitavel pelos bisfosfonatos
(Weinstein et al., 2002).

O levantamento epidemiolégico discorre sobre uma série de casos de 119

pacientes que apresentaram osteonecrose induzida por BPs. Um fato bastante
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relevante foi que desses 119 pacientes, 71 (59.7%) faziam o uso conjunto de um BP
com a dexametasona, que era receitada para o tratamento de outra comorbidade
associada (Marx et al., 2005). Embora os autores ndo discorram sobre a possibilidade
de haver correlagdo entre o uso concomitante de um BP e a DEX no aparecimento
dessas desordens Osseas, € necessario reforcarmos que os GC também estéo
associados ao desenvolvimento de osteonecrose. Esse fenbmeno é conhecido como
steroid-associated osteonecrosis ou osteonecrose associada a esteroides (Weinstein,
2012; Xie et al., 2015).

Os mecanismos por tras da interagdo entre esses medicamentos néo estéo
completamente estabelecidos. Dentre os desafios para a compreensdo desses
processos podemos citar a grande variagao de doses, tanto de ALN quanto DEX, o
tempo de tratamento e as comorbidades associadas.
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Quadro 1.1.

Levantamento bibliografico dos estudos com destaque para os modelos experimentais

utilizados, dose dos medicamentos e os achados principais (conclusées).

Titulo do trabalho

Modelo
de

estudo

Detalhes

Concluséo

dois.

Human osteoclast formation | In vitro | Co-cultura de|Entre |10 M | ALN inibiu a reabsorgdo 6ssea
and activity in vitro: effects sangue  periférico| 107" a em concentragbes <1077 M e
of alendronate. V Breuil et com células ST2 1075 M com 10~° M, o nimero de OC
al. (1998) e a reabsorgao diminuiram
profundamente.

Bisphosphonate-induced Casos (119 casos de 59.7% dos casos de
exposed bone | clinicos | paciente que exposicao Ossea em
(osteonecrosis/osteopetrosi tiveram exposicao decorréncia do uso de BPs,
s) of the jaws: risk factors, 6ssea relacionada faziam uso concomitante de
recognition, prevention, and ao uso de BPs Dexametasona.
treatment. Marx et al. (2005)
Promotion of osteoclast|In vitro|Medula o6ssea de|10°M |10~ a |A perda precoce de osso pelo
survival and antagonism of|e in | camundongo C57BI 107 |uso de glicocorticoides ¢é
bisphosphonate-induced Vvivo para estudo in vitro M causada pelo aumento do
osteoclast apoptosis by com ALN+DEX. In tempo de vida dos
glucocorticoids. Weinstein vivo foi estudado osteoclastos, um efeito néo
et al. (2002) ALN + prednisolona evitavel pelos bisfosfonatos.
Promotion effect of extracts |In vivo |Ratas Sprague-|{2mg/k |0.6m |ALN e ALN + extrato de
from plastrum testudinis on Dawley tratados | g g/kg |testudinis  melhoraram a
alendronate against com ALN, DEX e GIOP, sendo a combinagéo
glucocorticoid-induced extrato de testudinis dos dois compostos mais
osteoporosis in rat spine. efetiva
Ren et al. (2017)
Evaluation of the effects of|In vivo |Ratas Wistar; a| 1 1 Tratamento com com ALN
photobiomodulation on osteoporose mg/kg |mg/kg | melhorou significativamente o
vertebras in two rat models induzida por volume total do osso; a
of experimental ovariectomia ou combinagdo de ALN + Laser
osteoporosis. Fredoni et al. com GC. tiveram um aumento de
(2017) Tratamentos com volume 6sseo inferior.

ALN, laser ou a

combinagao dos
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Evaluation of the effects of |In vivo |Ratas Wistar; a| 1 1 As ratas ovariectomizadas
pulsed wave LLLT on tibial osteoporose foi|mg/kg |mg/kg |sem outro tratamento foram o
diaphysis in two rat models induzida pela grupo que mais perderam
of experimental ovariectomizacgéo volume Osseo total; o
osteoporosis, as examined inducdo com GC. tratamento com ALN e
by stereological and real- Em ambos os ALN+Laser diminuiu
time PCR gene expression modelos 0s consideravelmente o numero
analyses. Mohsenifar et al. tratamentos foram o de osteoclastos.
(2016) uso de Alendronato,

laser ou a

combinagéo dos

dois.
Bisphosphonates Stimulate |In vitro |Células de medula|10™°® a|107® M|Bisfosfonatos, em doses
Formation of Osteoblast|e in | Ossea de 1071 relativamente baixas, exercem
Precursors and Mineralized | vivo Swiss/Webster e |M; influéncia benéfica nas células
Nodules in Murine and células da crista da linhagem osteoblastica na
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Young and Aged Mice In

Vivo. Giuliani et al. (1998)

vivo, também foram
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camundongos
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1.6 Cultura celular

O cultivo celular tem sido um importante aliado na busca de respostas na pesquisa
biolégica. Essa metodologia tem possibilitado inumeros avangos ao longo dos anos
como o desenvolvimento de vacinas, testes de toxicidade para o desenvolvimento de
novos medicamentos, além de permitir um melhor conhecimento sobre as respostas

celulares frente a diversos estimulos (Yao; Asayama, 2017).

Existem dois tipos de cultivo celular; o primeiro € cultivo realizado a partir de
células de linhagem (também conhecidas como imortalizadas) e o segundo é feito a
partir de um tecido doador, chamada de cultura primaria (McKeehan et al., 1990).

As células imortalizadas tém a vantagem de manter a estabilidade do fendtipo e
genotipo ao longo das passagens, terem boa reprodutibilidade experimental com
crescimento e respostas mais homogéneas. Além disso, a manutengao de células de
linhagem é relativamente simples. Contudo, um dos desafios no cultivo de células
imortalizadas € justamente manter a pureza da linhagem ao longo das passagens.
Contaminagdes cruzadas, que podem alterar as caracteristicas genotipicas ou
fenotipicas das células podem acontecer, comprometendo a qualidade da pesquisa
(Freedman et al., 2015).

Ja a cultura primaria, como dito anteriormente, é realizada a partir de um tecido
doador (McKeehan et al., 1990). Dentre as vantagens da cultura celular primaria
podemos destacar a maior proximidade biolégica e genética comparando com
modelos in vivo e também o fato de que os modelos in vitro evitam algumas questdes
éticas quando comparado aos experimentos em animais. Contudo, ha também
algumas limitagbes como o menor tempo de vida e crescimento mais lento das células
(dependendo da origem do tecido doador). Outro desafio da cultura primaria € a maior
variabilidade nas respostas celulares de diferentes amostras doadoras. Isso faz com
que seja necessario um numero maior de amostras quando comparado com o cultivo

de células de linhagem, aumentando o custo experimental.
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1.7 Cultivo de osteoclastos

Um dos primeiros modelos descritos de cultivo de osteoclastos foi proposto por
Nelson e Bauer. Foram utilizados fémures de coelhos jovens, que foram
mecanicamente picados, liberando a suspensao de células que posteriormente se
diferenciaram em osteoclastos (Nelson; Bauer, 1977). Mas existem outros modelos
de cultura primaria de células clasticas como o cultivo a partir de ossos longos de
frangos (Collin-Osdoby; Osdoby, 2012) e murinos (Arnett; Dempster, 1986). Todas
essas técnicas tiveram sua importancia contudo, as limitagdes ainda eram bastante
significativas. Os osteoclastos obtidos através dos ossos de frango n&o apresentavam
receptores de calcitonina, enquanto que os osteoclastos diferenciados a partir de
0ssos de coelhos e ratos possuiam um tempo de vida muito curto e ndo eram capazes
de reabsorver os ossos efetivamente (ndo promovia a formagéo de concavidades ou

“pits” de reabsorg¢ao) (Chambers; Magnus, 1982; Rucci et al., 2019).

Esses problemas foram contornados através do modelo de cultura primaria a
partir da medula 6ssea de camundongos jovens (entre 4-8 semanas). A medula 6ssea
€ uma fonte de diversas células, em diferentes estagios de formagédo. Nesse modelo
foi proposto que os osteoblastos eram capazes de liberar fatores que possibilitariam
a diferenciagéo das células progenitoras de osteoclastos em osteoclastos gigantes ou
multinucleados (Takahashi et al., 1988). O cultivo de osteoclastos a partir das células
da medula 6ssea de camundongo precisa promover um estimulo para que os
osteoblastos liberassem os fatores de diferenciacdo (como o RANKL) e esse estimulo
foi obtido através da adi¢cao de dihidroxivitamina D3 ao meio de cultura (Holliday et al.,
1995).

Atualmente, a diferenciagcdo das células também pode ser feita adicionando
diretamente os fatores de diferenciacdo RANKL e M-CSF com as células de medula
O0ssea de camundongos e até com células do sangue periférico humano. Outros
modelos propostos incluem a co-cultura e para o estabelecimento deste cultivo sdo
necessarios trés fatores: 1. fonte de células osteoblasticas (como por exemplo as
células derivadas da calvaria de camundongos), 2. fonte de células hematopoiéticas
(exemplo: medula o6ssea de camundongos) e 3. fatores de diferenciagéao

(Kartsogiannis; Ng, 2004). Contudo, pela dificuldade técnica, os modelos utilizando
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apenas a medula 6ssea de camundongos ou células do sangue periférico, acabam

sendo mais utilizados.

Outra técnica amplamente utilizada é o cultivo a partir de células da linhagem Raw
264.7. As células imortalizadas Raw 264.7 foram criadas a partir da estimulacéo de
um tumor pela infeccdo do virus A-MuLV (Abelson murine leukemia virus) em
camundongos (Raschke et al., 1978). Estas células sdo semelhantes as células de
origem monocitica/macrofagica e s&o capazes de se diferenciarem em osteoclastos
ao serem estimuladas com RANKL (Taciak et al., 2018). As células imortalizadas tém
a vantagem de terem ampla disponibilidade, permitem replicacdo através das
passagens celulares e evitam o uso de animais. Porém, elas podem n&o reagir de
forma semelhante as células de cultura primarias e seu uso deve ser usado

preferencialmente em estudos preliminares (Marino et al., 2014).

1.8 Vesiculas extracelulares e seu impacto na sinalizagao celular

As vesiculas extracelulares (EVs) sao particulas derivadas de células de varias
origens e com diferentes fungdes. Podemos classificar as EVs, de acordo com a sua
origem, em dois tipos: microvesiculas, que s&o originadas por brotamento diretamente
da membrana plasmatica da célula e exossomos, que sdo um tipo intraluminal de
vesiculas derivadas de corpos multivesiculares. Os exossomos, que também podem
ser chamados de nanovesiculas, tém tamanho variando entre 50-150nm. Ja as
microvesiculas variam entre 50-500nm, podendo chegar até a 1um (van Niel et al.,
2018).

As EVs podem carregar grande variedade de componentes, dependendo da
origem de cada uma delas. Em geral, podem ser encontrados acidos nucleicos (DNA,
RNA, mRNA, miRNA, etc), moléculas do citoesqueleto, lipideos e diversas proteinas.



47

Figura 1.4. Liberagdo e comunicacgdo das EVs. Observar os dois tipos de vesiculas liberadas pelas
células: microvesiculas, brotando diretamente da membrana plasmatica da célula e os
exossomos, que foram liberados a partir de corpos multivesiculares (CMV).

Célula doadora

O
¢ Exossomos O O

Microvesiculas
—QO
a4

Ligacao por ligantes

Endocitose o)

N\
@ Célula receptora

Fonte: A autora

Tem sido relacionado as EVs fungdes de comunicagao intercelular, tanto em
processos fisiologicos como em patoldgicos, como o cancer. Para que a comunicagao
intracelular ocorra, as EVs precisam se ligar a célula alvo, também chamada de
receptora. Essa ligagdo pode ocorrer através de processos de endocitose, fuséo e
também pela ligacédo direta entre ligantes/receptores (Figura 1.4). Apesar de ainda
nao estar completamente esclarecido como as EVs se ligam de forma especifica as
células-alvo, tem sido proposto que essa especificidade esta relacionada a interagdes
entre varios ligantes e receptores das superficies, tanto das células quanto das EVs
(Xu et al., 2018). Dentre essas moléculas de superficie podemos citar as
tetraspaninas, integrinas, lipidios, lectinas, proteoglicanos e até mesmo componentes

de matriz extracelular (van Niel et al., 2018).

Com os recentes avangos na pesquisa biomolecular, novas possibilidades tém
sido atribuidas as EVs, permitido um melhor entendimento de diversos processos que

ocorrem no organismo (de Camargo et al., 2020; Semionatto et al., 2020). Além disso,
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tem sido estudado meios de utilizagdo de EVs como biomarcadores de progresséo de
patologias e também o seu uso como veiculo de entrega de compostos determinados

a um alvo especifico.

A possibilidade da sua detecgdo e caracterizagdo tem permitido que sejam
revistos diversos processos, inclusive a sinalizagao das células do tecido dsseo. O
estudo detalhado das vesiculas extracelulares evidenciou que os osteoclastos liberam
EVs contendo o receptor RANK (Huynh et al., 2016), podendo inibir competitivamente
a interacédo entre o RANKL e o RANK da superficie dos osteoclastos. Dessa forma,
as EVs contendo RANK podem alterar os processos de formagao e atividade dos
osteoclastos. Também foi demonstrado que as EVs contendo RANK podem se ligar
ao RANKL na superficie dos osteoblastos, promovendo sinalizagcdo “reversa”
(Ikebuchi et al., 2018; Sims; Martin, 2020). Ou seja, eram capazes de estimular a
ativacdo do osteoblasto. Contudo, embora essas novas descobertas sejam
empolgantes, ainda ha muitas perguntas em aberto, principalmente em relagdo a
regulacédo das EVs. Os mecanismos e estimulos por tras da liberagdo das EVs ainda
nao foram elucidados, havendo ainda um vasto campo de estudos a ser explorado.

1.9 Escopo da tese

Esta tese discorre sobre os efeitos de um bisfosfonato (ALN), um glicocorticoide
(DEX) e a combinag&o de ambos sobre os processos de diferenciagéo e atividade das
células clasticas.

No Capitulo 2, € apresentada a quantificacéo da absor¢cao do BP na matriz 6ssea
e o efeito do ALN, DEX e a combinagdo de ambos sobre osteoclastos obtidos a partir
de células de medula 6ssea de camundongos. Para isso, foram avaliados tanto os
processos de diferenciagcdo quanto de atividade dessas células.

Ja no Capitulo 3, € apresentado o estudo sobre um possivel novo efeito associado
ao tratamento com ALN: a sua interferéncia na liberagcado de vesiculas extracelulares

em células Raw 264.7.
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O Capitulo 4 é dedicado a discusséo integrada dos Capitulos 2 e 3 e a conclus&o

dessa tese.
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CAPITULO 2 Efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de

ambos sobre a osteoclastogénese

2.1 Introdugao

Os osteoclastos sao células altamente especializadas, formadas a partir da fusédo
de células mononucleares (origem hematopoiética); o controle da sua diferenciagao &
regulado principalmente por duas citocinas: M-CSF (macrophage-colony stimulating
factor) e o RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) (Cappariello et
al., 2014; Udagawa et al., 2021).

A principal fungdo das células clasticas é a reabsor¢do da matriz extracelular
calcificada, composta por moléculas organicas e hidroxiapatita, sendo os osteoclastos
responsaveis pela reabsorgéo e, em conjunto com os osteoblastos, pela remodelagéo
ossea (Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2009).

Diversos fatores podem influenciar os processos reabsortivos, inclusive
medicamentos. Os bisfosfonatos sdo drogas com capacidade de inibir a reabsorgéao
Ossea, utilizados para prevenir e tratar doengas que provocam um aumento da
atividade dos osteoclastos, tais como a osteoporose. A sua estrutura é semelhante a
do pirofosfato inorganico, uma molécula que regula a biomineralizagao 6ssea (Rogers
etal., 2011). O alendronato (ALN) é um bisfosfonato nitrogenado de 22 geragao, sendo
um dos medicamentos mais utilizados atualmente no tratamento da osteoporose; seu
mecanismo de agao ocorre através da inibigdo da via do mevalonato, inativando a

célula clastica (Cummings et al., 2020).

Os glicocorticoides (GC), por sua vez, sdo medicamentos que possuem efeitos
variados na resposta imune, podendo ter agao anti-inflamatéria e imunossupressiva
(Hachemi et al., 2018). Contudo, diversos estudos tém demonstrado que o tratamento
crénico com estes medicamentos pode provocar perda dssea e causar osteoporose,
um fendmeno conhecido como Osteoporose Induzida por Glicocorticoide (GIOP)
(Jiang et al., 2020; Pasqualetti et al., 2015; Sousa et al., 2017).
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A dexametasona (DEX) € um GC muito receitado, pela sua biodisponibilidade e
alto poder anti-inflamatoério, contudo, é bastante relacionada a complicagdes
esqueléticas. A agao dos GC na perda dssea ocorre nos processos de neoformacao
e de reabsorcdo. Na neoformacgao 0ssea, este efeito esta relacionado a diminuicdo na
quantidade e atividade dos osteoblastos (Pereira et al., 2001), enquanto na
reabsor¢cdo, provoca aumento na proliferacdo e diferenciacdo de precursores de
osteoclastos (Kim et al., 2007).

A acao dos bisfosfonatos sobre a osteoporose induzida pelos glicocorticoides e
sua capacidade de reversao do quadro osteoporotico tem sido estudada (Hayashi et
al., 2009; Pasqualetti et al., 2015). Considerando que o mecanismo de ac&o dos
glicocorticoides sobre os osteoclastos n&o esta completamente estabelecido, nosso
estudo pretende elucidar os efeitos de um bisfosfonato, um glicocorticoide e a

combinagao de ambos sobre osteoclastos de camundongos em culturas primarias.
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2.2 Proposigao

Avaliar, in vitro, o efeito do alendronato, da dexametasona e da associagao de
ambos sobre a diferenciacdo e atividade dos osteoclastos a partir de células da

medula 6ssea de camundongos.

Objetivos especificos:

Avaliagéo do processo de remogéo da smear layer nos discos de 0sso bovino
por microscopia eletrénica de varredura (MEV);

e Analise da concentragao de ALN absorvida pelos substratos ¢sseos;
¢ Analise da viabilidade celular apds as células serem tratadas com ALN e DEX;

e Analise dos efeitos do alendronato e da dexametasona sobre a diferenciagao
e atividade clastica através da contagem de células TRAP+;

e Analise dos efeitos do alendronato e da dexametasona na detecgao de RANKL

por imunofluorescéncia;

e Analise da atividade reabsortiva das células clasticas no substrato 6ésseo por
microscopia eletrénica de varredura (MEV);

e Analise génica dos marcadores de diferenciagéo e ativagcdo RANKL e OPG.
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2.3 Material e métodos

Apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/FOUSP
(parecer n°® 015/2017 — Anexo A), os experimentos foram realizados no Laboratério
de Biologia Oral, na Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo.

2.3.1 Delineamento experimental

Cada analise experimental foi realizada com 2 diferentes animais doadores de
medula 6ssea, totalizando 10 animais (n=10).

Grupos Experimentais

e Controle (C): Células indiferenciadas da medula éssea cultivadas com 1,25-

dihidroxivitamina D3 a 108 M, sobre substrato 6sseo e nas condi¢des ideais.

e Alendronato (A): Células indiferenciadas da medula 6ssea cultivadas com 1,25-
dihidroxivitamina D3 a 10® M sobre substrato 6sseo tratado com alendronato
sodico a 10 uM (105 M).

o Dexametasona (D6): Células indiferenciadas da medula 6ssea cultivadas com
1,25-dihidroxivitamina D3 a 10® M, sobre substrato 6sseo e tratadas com

Dexametasona a 1 uM (10¢ M).

e Dexametasona e Alendronato (ADG6): Células indiferenciadas da medula 6ssea
cultivadas com 1,25-dihidroxivitamina D3 a 10® M, sobre substrato dsseo
tratado com alendronato sédico a 10 uM (10-° M) e tratadas com Dexametasona
a1 uM (105 M).
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2.3.2 Obtengéao e tratamento dos substratos 6sseos

Para obtencdo dos substratos ésseos, discos de osso cortical bovino foram
cortados em maquina de corte de precisao (Isomet 1000) com 100 ym de espessura.
Para simular com mais fidelidade a condi¢ao in vivo, os discos tiveram a camada de
esfregaco ou smear layer (resultante do processo de corte) removida. Para isso, os
substratos foram inicialmente imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a 1%
durante trinta minutos, seguido de enxague com agua ultrapura (MilliQ) com agitagao
em ultrassom por dez minutos. Na sequéncia, foram imersos em solucéo de EDTA a
4,13% durante cinco minutos, seguido de novo enxague em agua ultrapura (MilliQ)
com agitacdo em ultrassom por dez minutos. Foram novamente imersos em solugao
de hipoclorito de soédio a 1% por cinco minutos, submetidos a lavagem com agua
ultrapura (MilliQ) em ultrassom por dez minutos, seguido por um periodo overnight
também com agua ultrapura (MilliQ) e deixados para secar. Esses discos foram
esterilizados e guardados até sua utilizagdo. Os discos de osso utilizados no grupo
ALN foram previamente incubados overnight em solugdo de ALN.

Figura 2.1. Processo de obtengdo dos discos de osso cortical bovino. Em (A) é exibido o processo
de corte dos discos em cortadora Isomet e em (B) os discos obtidos.

Fonte: A autora

2.3.3 Analise da saturacio dos substratos ésseos com alendronato

Para confirmar a concentragdo de ALN a ser utilizada no experimento, foram

realizados testes para detectar a quantidade minima necessaria deste bisfosfonato
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para saturar o substrato 6sseo. Utilizamos uma adaptagao do protocolo estabelecido
por Al Deeb et al. (2004) para detectar o ALN em espectrofotdmetro. Para isso, foi
preparada uma solugao de O-phtalaldehyde (OPA) e mercaptoetanol (ME), que reage
com o ALN em uma reacdo de derivatizagdo, tornando-se detectavel em
espectrofotometro (al Deeb et al., 2004).

Foram preparadas solugbes de ALN (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) nas
concentragdes de 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1 uM e 100 nM que reagiram na proporgao
de 1:1 com a solugao de OPA-ME por 60 minutos em placa de 96 wells. Na sequéncia
foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 333 nm. Apds a leitura no tempo zero, discos
de o0sso bovino foram incubados nessas solugdes para que o ALN incorporasse na
matriz éssea. A solugado reagiu overnight, e apos isso, os 0ssos foram removidos e
uma nova leitura foi realizada para detectar a concentragédo minima necessaria para

saturar o substrato 6sseo.

2.3.4 Obtencao da cultura primaria e diferenciacédo de células clasticas

Para obtenc&o das células para a cultura primaria utilizamos camundongos Balb-
¢ de ambos os sexos com 30 dias de idade, obtidos no Biotério da Faculdade de
Medicina da USP e mantidos no Biotério do Laboratério de Biologia Oral da FOUSP.
Eles foram anestesiados com isoflurano (BioChimico, Itatiaia, RJ, Brasil) e sacrificados
por deslocamento cervical. As tibias e os fémures foram dissecados e as epifises
removidas. As células foram obtidas a partir da medula dssea, que foi expelida do
canal medular através do processo de centrifugagao. As células foram lavadas duas
vezes com meio a-MEM e plaqueadas na densidade de 1x108 em placas de 24 ou 96
wells, sobre o substrato ésseo previamente tratado. O meio a-MEM foi acrescido de
10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina, 1% de penicilina/estreptomicina e
suplementado com 1,25-dihidroxivitamina D3 (Biovision, Milpitas, CA, EUA) a 108 M
(Holliday et al., 1995). Nos grupos tratados o meio foi acrescido de dexametasona
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 1 uM e foram feitas trocas de meio a cada 2
dias.
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Figura 2.2. Obtencdo da medula 6ssea de tibias e fémures de camundongo Balb-c. Em (A) os
ossos obtidos apos procedimento cirdrgico e em (B), a medula éssea obtida apds
centrifugagao.

Fonte: A autora

2.3.5 Viabilidade celular pela técnica do MTT

Apos 5, 7 e 9 dias de cultivo em placa de 96 wells com substrato 6sseo, as células
dos grupos controle (C) e tratadas (A, D6, AD6), além de um pogo correspondente ao
controle de morte (CM), tiveram o meio de cultura removido e foram lavadas com PBS
estéril duas vezes. Foi adicionado a cada pog¢o 100 ul de solugdo de MTT (Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentragéo de
5 mg/mL, seguido de incubagao em estufa de CO2 por 3 horas. Apds esse periodo, a
solugdo de MTT foi removida dos pocgos, aos quais foram adicionados 100 pl de
DMSO. A placa foi agitada durante 5 minutos, seguido de um periodo adicional de 5
minutos sem agitagdo para estabilizagdo da cor. Apods, foi feita leitura em
espectrofotdbmetro a 540 nm.

2.3.6 Método histoquimico da TRAP

Apos 7 dias de cultivo em placa de 24 wells com substrato 6sseo, as células dos
grupos controle (C) e tratadas (A, D6, AD6) foram lavadas em PBS 0,01 M e fixadas
em formaldeido a 2%, sendo a placa posicionada sobre gelo picado durante os 20

minutos de fixagdo. Em seguida, foram novamente lavadas com PBS,
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permeabilizadas com Triton X100 1% e submetidas ao protocolo informado no kit
Leucocyte acid phosphatase (TRAP) da Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
Apos a fixagcao e coloracéo, 3 fotos ndo sobrepostas e representativas foram obtidas
com aumento de 100x para cada pogo. As células TRAP positivas multinucleadas
(com 2 a 5 nucleos) e gigantes (com 6 ou mais nucleos) foram contadas. Também foi

analisado o maior diametro da célula TRAP+ por poc¢o, que foi mensurado no ImageJ.

2.3.7 Imunofluorescéncia para RANKL

Para a analise de imunofluorescéncia de RANKL, apds 7 dias de cultura sobre
laminula de vidro em placa de 24 wells, as células foram fixadas em metanol a -20° C
durante 10 minutos, lavadas com PBS e permeabilizadas com Tween 5%. Na
sequéncia, os espécimes foram bloqueados com leite desnatado por 1 hora e
incubados a 4°C por 1 hora na solugao de anticorpo primario RANKL (Santa Cruz,
California, USA). Apds lavagem com PBS, os espécimes foram incubados com o
anticorpo secundario anti-rabbit (Vector Laboratories, UK) por 1 hora, lavados e
incubados por 30 minutos em Fit-C em 1:100. Em seguida as laminas foram montadas
utilizando Vectoshield conjugado ao DAPI (Vector Laboratories, UK) e examinadas no

microscopio Olympus BX60.

2.3.8 Analise da expresséo génica por qPCR

Apoés 7 dias de cultura sobre substrato 6sseo, as células foram removidas do
substrato e da placa através da raspagem com cell-lifter e o RNA foi isolado utilizando
o kit Charge Switch Total RNA Cell (Thermo Fischer Scientific).

O cDNA foi obtido com o kit SuperScript First Strand (Thermo Fisher Scientific),
seguindo as instrugbes do fabricante. Na sequéncia, foram preparadas solugbes
contendo cDNAs dos grupos C, ALN, AD6 e D6 nas concentragcbes de 1 pg. Foi
adicionado TagMan® Master Mix, as sondas RANKL e OPG, e agua DEPC num
volume total de 20 pL por reagdo. A expressdo génica dos reguladores de
osteoclastogénese OPG e RANKL foram verificados no aparelho StepOne Plus

(Thermo Fisher Scientific). O gene housekeeping HMBS foi utilizado como gene de
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referéncia. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata. A especificagdo das
sondas € detalhada no Quadro 2.1.

Quadro 2.1. Sondas utilizadas

GENE Referéncia ‘
RANKL MmO00441906_m1
OPG Mm01205928_m1
HMBS MmO01143545_m1

Fonte: A autora

2.3.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os discos de osso cortical, previamente utilizados no cultivo celular (grupo
controle (C) e tratamento (A, D6, ADG6), foram tratados com hipoclorito de sodio 2,5%
por 15 minutos em repouso e 15 minutos sob agitagdo para que houvesse lise das
células presentes. Em seguida, foram cuidadosamente lavados com agua ultrapura
(MilliQ), desidratados em concentracdes crescentes de etanol e deixados para secar
em capela com exaustdao. Uma vez secos, os espécimes foram posicionados sobre
stubs de aluminio e recobertos com aproximadamente 25 nm de ouro em um aparelho
Balzers SDC 050. A seguir, foram examinados e fotografados em microscopio de
varredura LEO operando a 10-15 kV. A determinagao das areas reabsorvidas foi feita
utilizando as fotomicrografias no programa Imaged. Para quantificar as areas de
reabsorgdo, grades foram sobrepostas as micrografias eletrénicas. Foi utilizado o
programa ImageJ e a area por ponto da grade (grid) foi de 500 pixels? (Figura 2.12).
As areas de reabsorgao foram consideradas nas intersecgdes do grid e contados o
numero total de pits por amostra éssea e a porcentagem da area total de reabsorgéao

(para isso foi considerado o numero de pits pelo numero total de intersecgdes).
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Figura 2.3. Grades sobrepostas a fotomicrografia (MEV) para avaliagao de areas de reabsorgao.
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Fonte: A autora

2.3.10 Analise estatistica

Os resultados das analises quantitativas do MTT, contagem de células TRAP+ e
dados das areas reabsorvidas avaliadas pela MEV estdo apresentados como média
e desvio padrao. Esses dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e post
hoc Tukey utilizando o programa Minitab 19; o nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05). Demais dados foram tabulados e analisados utilizando o programa Excel.
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2.4 Resultados

2.4.1 Obtengéo e tratamento dos substratos 6sseos

Para confirmar a eficacia do protocolo de remogao de smear layer, submetemos
discos de osso bovino previamente tratados ou n&o, ao cultivo com osteoclastos por
7 dias. As amostras foram avaliadas em microscopio eletronico de varredura. O
protocolo de remogao de smear layer aplicado se mostrou efetivo, tendo em vista que
a camada de esfregago formada durante o processo de corte dos discos de 0sso
bovino, foi removida (Figura 2.3). E possivel observar com mais detalhes as estruturas
da matriz 6ssea mineralizada, como os sistemas de Havers, canais vasculares e
lacunas de ostedcitos nos discos de osso sem a presenga de smear layer (Figura 2.4
B).

Figura 2.4. Fotomicrografia do substrato 6sseo. Em (A) substrato dsseo que nao foi submetido ao processo
de remocéao de smear layer. Observar a presenga de smear layer (seta preta). Em (B), substrato
0sseo apods o protocolo de remogdo, sem a camada de esfregaco.

Fonte: A autora

2.4.2 Saturagao dos substratos 6sseos com alendronato

Apos avaliacdo em espectrofotdmetro, foi possivel observar quanto de ALN foi
realmente incorporado a matriz 6ssea. Nas concentragdes de 100 nM, 1 uM, 10 uM e

100 uM, o ALN incubado juntamente ao disco de osso bovino nao foi detectado apds
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a remocgao do disco, indicando que o ALN foi completamente incorporado a matriz

o0ssea. Em concentragdes acima de 1 mM, foi detectado ALN livre na solugdo, que

Nao se incorporou a matriz 6ssea, um indicativo que ocorreu a saturagao a partir dessa

concentracéo (Grafico 2.1). A concentragao de 10 uM de ALN foi utilizada nos demais

experimentos.

Grafico 2.1. Andlise da saturacgéo dos discos de osso bovino com ALN. Em concentracdes inferiores
a 1 mM, todo o ALN é incorporado a matriz 6ssea. Acima de 1 mM, pode-se observar

a presenga de ALN na solugéo, indicando que o osso atingiu sua saturacdo e o BP
excedente nao foi incorporado.
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Fonte: A autora

2.4.3 Obtencao da cultura primaria e diferenciacdo de células clasticas

Ao quinto dia de cultivo foi possivel observar a diferenciacdo das células
provenientes da medula o6ssea de camundongo Balb-c suplementadas com
dihidroxitamina D3. Ao microscopio de luz, foram detectadas células mononucleadas

arredondadas e fusiformes, células multinucleadas e células gigantes (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Fotomicrografia de células provenientes de medula 6ssea de camundongo Balb-c,
tratadas com dihidroxivitamina D3 a 10 M ap6s 5 dias de cultivo. Observar a presenca
de numerosas células mononucleadas e a formagéo de células gigantes (seta preta).
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Fonte: A autora

2.4.4 Viabilidade celular pela técnica do MTT

A viabilidade das células provenientes da medula éssea de camundongo Balb-c e
suplementadas com dihidroxivitamina D3 foi testada apds 5, 7 e 9 dias. As doses de
ALN e DEX utilizadas n&o provocaram nenhum efeito citotéxico, ndo havendo
diferengas significantes entre os grupos tratados e controle em cada tempo

experimental (Grafico 2.2).

Contudo, quando comparados os grupos experimentais ao longo dos dias (5, 7 e
9), foi observado o aumento na proliferagdo celular do dia 5 para o dia 7, e a
diminuicdo da quantidade de células viaveis no dia 9. A quantidade de células viaveis
foi significantemente maior ao 7° dia de cultivo (p<0,05%), em todos os grupos
(Grafico 2.3).
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Gréfico 2.2.

Fonte: A autora

Viabilidade celular pelo método MTT. Em (A) grupos tratados e controle apés 5 dias de
cultivo celular. Em (B), 7 dias de cultivo e (C) 9 dias. Nenhum efeito citotoxico foi
detectado entre os diferentes tratamentos nos trés periodos, j& que nao houve
diferengas significantes entre os grupos tratados e controle (p>0,05).
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Grafico 2.3. Avaliagao da viabilidade celular pelo método MTT entre os dias 5, 7 e 9 de cultivo
celular. A maior viabilidade celular foi detectada ao 7° dia de cultivo em todos os grupos
(p<0,05).
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Fonte: A autora

2.4.5 Método histoquimico da TRAP

Ao sétimo dia de cultivo sobre os substratos previamente tratados, foram
observadas células TRAP+ remanescentes na placa apdés a remocgédo do substrato
o0sseo. As células TRAP+ apresentavam a coloragdo rdéseo-avermelhada
caracteristica. Foram contadas e somadas as células multinucleadas (2 a 5 nucleos)

e gigantes (6 ou mais nucleos).

O maior numero de células TRAP+ foi detectado no grupo AD6 e esse numero foi
estatisticamente significante comparado ao grupo A (p<0,05). Nao foram detectadas

diferencas significantes entre os demais grupos (Grafico 2.4.A).

O numero total de células gigantes é exibido no Grafico 2.4.B. Apesar da maior
quantidade de células gigantes no grupo AD6 e D6, essa diferengca nao foi

estatisticamente significante (p>0,05).
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Grafico 2.4. Quantificagdo de células TRAP+ apos 7 dias de cultivo. Em (A) foram consideradas
células multinucleadas e gigantes na contagem. Foi observado maior quantidade de
células TRAP+ no grupo ADB, significativamente maior do que no grupo A (p<0,05).
Nao foram detectadas diferengas significantes entre os demais grupos. Em (B)
contagem de células gigantes TRAP+; ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

(p>0,05).
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Fonte: A autora

O tamanho e as caracteristicas das células TRAP+ foram também analisados
(Figura 2.6). O maior diametro de célula TRAP+ foi detectado no grupo ADG6 (Figura
2.7). Os maiores diametros de cada grupo estao dispostos no Quadro 2.2. O tamanho
e quantidade das células gigantes foi muito variavel entre as amostras, inclusive entre
amostras do mesmo grupo. O didmetro de 565 pm encontrado no grupo ADG6 foi
observado em um well onde havia outras células gigantes de tamanho mais robusto,

porém esse achado nao foi detectado de forma equilibrada entre as amostras.
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Figura 2.6. Caracteristicas das células apos 7 dias de tratamento e submetidas ao método
histoquimico da TRAP. Em (A) grupo C, em (B) grupo A, em (C) grupo AD6 e em (D)
grupo D6. Observar a presenga de maiores células gigantes nos grupos AD6 e D6.

Fonte: A autora
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Figura 2.7. Didametro de célula TRAP+ do grupo AD6, mensurada utilizando o programa ImagedJ. A
linha azul representando o didmetro da célula tem a medida de 565 pm (aumento de
100x).

Fonte: A autora

Quadro 2.2. Diametro (em pm) das maiores células TRAP+ por grupo.

150 110 565 220

Fonte: A autora

2.4.6 Imunofluorescéncia para RANKL

Ao sétimo dia de cultivo, células cultivadas sobre laminula de vidro foram

processadas pelo protocolo de imunofluorescéncia para RANKL.

O RANKL foi detectado com distribuigdo homogénea nas células, evidenciando
que ocorreu a liberagdo de RANKL por osteoblastos ou células indiferenciadas da
medula 6ssea e este se ligou ao RANK do osteoclasto (Figura 2.8).

Também foi possivel observar marcagdes em particulas menores. Sugere-se ser

RANKL associados aos prolongamentos das células ja diferenciadas (Figura 2.9).
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Figura 2.8. Imunofluorescéncia para RANKL. Em verde, imunomarcagédo para RANKL e em azul
para DAPI. Observa-se distribuigdo homogénea do RANKL entre os grupos, sendo o
anticorpo visivel pelo citoplasma e membrana da célula

RANKL DAPI MERGE

Figura 2.9. Imunofluorescéncia para RANKL. Observar marcagdes em particulas menores (setas)

Fonte: A autora

Fonte: A autora
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2.4.7 Analise da expressao génica por qPCR

A expressao génica das citocinas reguladoras da osteoclastogénese, RANKL e
OPG, além do gene de referéncia HBMS foram quantificados ao sétimo dia de cultivo.

As curvas de amplificagado do gene HMBS (Figura 2.8), RANKL (Figura 2.9) e OPG
(Figura 2.10) exibem uma linha de threshold. A quantificagdo do cDNA ocorre na
interseccdo da curva de amplificagdo com a linha do threshold, e esses valores sao
expressos em Ct (cycle threshold); ou seja, a quantidade de ciclos necessaria para
que o material fosse quantificado.

Figura 2.10.  Curva de amplificagdo do gene de referéncia HMBS.

Fonte: A autora
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Figura 2.11. Curva de amplificagédo do gene RANKL.
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Figura 2.12.  Curva de amplificagao do gene OPG.
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A expressao génica foi calculada pelo método da quantificagédo relativa (RQ) ou
2-2ACT Esse método faz a comparagdo entre uma amostra controle, que tera um RQ
de 1, e a variagdo das demais amostras tratadas (A, AD6, D6) comparado ao controle
(C).

O gene RANKL foi significantemente mais expresso em ambos os grupos tratados
com dexametasona (D6 e ADG). Ja o gene OPG foi menos expresso nesses mesmos
grupos (p<0,05). N&ao houve diferencgas significantes entre os grupos C e A, em ambos
os genes (Grafico 2.5).

Grafico 2.5. Expresséao génica dos marcadores RANKL (A) e OPG (B) em células de medula 6ssea

de camundongo cultivadas por 7 dias. Letras diferentes denotam diferenga
estatisticamente significante (p<0,05)
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Fonte: A autora
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2.4.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Ao sétimo dia, foram analisados em MEV os discos de osso cortical bovino
utilizados no cultivo. Toda a area do disco foi observada para analise descritiva e
imagens representativas de cada osso foram digitalizadas para a analise quantitativa

da reabsorgao ossea.

Figura 2.13.  Micrografia eletrbnica de varredura do osso cortical bovino. Observar areas de
reabsorcao rasas dispersas pela superficie éssea, inclusive dentro do canal de Havers.

Fonte: A autora

A menor quantidade de pits de reabsorgao foi observada no grupo A, sem
diferenga significante comparando com o grupo C ou AD6. Contudo, foi observada
diferenga significante (p<0,05) ao comparar o grupo A com o grupo D6, sendo
quantificado um numero superior de pits de reabsor¢do no grupo tratado com a
dexametasona. Ao quantificar a reabsorgédo por area, observamos o mesmo padrao
entre os grupos, com diferenga estatisticamente significante (p<0,05) apenas entre os
grupos A e D6.
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Grafico 2.6. Quantificagdo da reabsorgdo dssea nos discos de osso cortical bovino, apés 7 dias de
cultivo. Em (A) a quantidade de pogos (pits) de reabsor¢gdo na amostra avaliada e em
(B) a porcentagem da area reabsorvida na amostra. Foi observada diferenca
significante (p<0,05) entre os grupos A e D6, em ambas analises.

A)
Reabsorcgao éssea - pits
500 -
ab b
2 400 - I
Q a,b
S 300 a
o ! !
(0]
£ 200 -
=]
Z
100 -
0
c A AD6 D6
B)

Reabsorgao 6ssea - %
15.00% -

ab b
1000% 1 ap |
a
5.00% - I I
0.00%
c A ADS6 D6

As areas de reabsorgdo também foram avaliadas de forma qualitativa. Foi

% de area reabsorvida

Fonte: A autora

realizada a varredura completa dos discos de osso cortical bovino em aumentos
variados. Nessa analise, foram observados os padrées de reabsorgdo, como por
exemplo, as areas especificas onde o 0sso era mais reabsorvido e a profundidade
dos pits, trazendo mais informacgdes sobre as caracteristicas da reabsorcgao.
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Figura 2.14. Micrografias representativas exibindo o padrao de reabsorgéo em cada tratamento. Em
(A) grupo C, em (B) grupo A, em (C) grupo AD6 € em (D) grupo D6.

B)

Fonte: A autora

Ao quantificar apenas os pits por amostra 0ssea, € visto um numero muito
semelhante entre os grupos C e A. Contudo, ao serem avaliados de forma
individualizada, tem-se uma mudanga no padrdo. Enquanto no grupo C foram
observadas areas mais profundas de reabsorgédo, no grupo A, as areas eram mais
superficiais. Lacunas mais profundas também foram detectadas no grupo AD6 e D6.
Em todos os grupos lacunas rasas foram observadas, principalmente nas bordas do

0sso e em regides entre os sistemas de Havers.
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CAPITULO 3 Efeito do alendronato sobre a liberagcao de vesiculas

extracelulares

3.1 Introdugao

O alendronato (ALN) é um bisfosfonato (BP) nitrogenado de segunda geracéo
descoberto na década de 1970. Seu efeito potente na inibicdo da reabsorcao dssea
pelos osteoclastos, tornou esse medicamento amplamente utilizado no tratamento de

desordens 6sseas como a osteoporose (Cummings et al., 2020).

Os BPs, pela sua semelhanga ao pirofosfato inorgénico, tém a caracteristica de
se aderirem fortemente a matriz éssea. Quando o osteoclasto é recrutado para
reabsorcgéo, ele engloba por endocitose o ALN aderido ao 0sso, dando inicio aos seus
efeitos na célula clastica. O mecanismo de agao desse medicamento ocorre através
da inibigdo de etapas na via do mevalonato. O ALN age inibindo a farnesil difosfato
sintase (FPPS), uma importante enzima desta via, que por sua vez, sdo essenciais
para a prenilacdo de pequenas GTPases. As GTPases como a Ras, Rab, Rho, Rac
S80 necessarias para a ativagdo da célula clastica e atuam na reorganizagdo do
citoesqueleto da célula, permitindo que ela seja capaz de se ligar a matriz 6ssea para
a reabsorgdo. Sem essas moléculas, ndo é estabelecida a morfologia caracteristica
de um osteoclasto ativo, como a formagao dos anéis de actina e da borda em escova
(Jobke et al., 2014; Rogers et al., 2020).

Embora a fungado primaria do osteoclasto seja reabsorver o tecido 6sseo, novas
funcdes tém sido associadas a ele (Sims; Martin, 2020). Estudos recentes tém
sugerido que os osteoclastos liberam vesiculas extracelulares (EVs), sendo capazes
de contribuir na comunicagdo e regulagdo intracelular. Um dos componentes
identificados nas EVs liberadas pelos osteoclastos foi o RANK (receptor activator of
nuclear factor kappa B). O RANK acoplado as EVs eram capazes de se ligar ao
RANKL na superficie dos osteoblastos, promovendo a sua ativacdo e secrecao de
matriz é6ssea (Huynh et al., 2016; lkebuchi et al., 2018).

Os efeitos do ALN no citoesqueleto dos osteoclastos sdo amplamente discutidos

na literatura, contudo, este pode ndo ser o seu unico mecanismo de agao. Seja por
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acao direta do ALN, ou indireta, provocada pela inativacdo da célula clastica, existe a
possibilidade que o tratamento com BPs alterem a liberacdo de moléculas de
sinalizagdo, como as EVs. Dessa forma, nosso estudo pretende avaliar o efeito de
duas concentracdes de ALN sobre os osteoclastos em cultura.
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3.2 Proposigao

Avaliar, in vitro, o efeito de duas concentragcdes de ALN sobre os processos de
diferenciagao, atividade e liberacdo de EVs pelos osteoclastos diferenciados a partir
de células RAW 264.7

Objetivos especificos:

e Analise dos efeitos do ALN sobre a diferenciacéo e atividade da célula clastica
através da contagem de células TRAP+ e detecgao de anéis de actina;

e Analise quantitativa da liberagcado de EVs através do método NTA
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3.3 Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Department of Orthodontics na University of
Florida (EUA).

3.3.1 Delineamento experimental

As culturas foram realizadas em duplicata utilizando células da linhagem Raw
264.7.

Grupos Experimentais:

e Controle (CON): Células Raw 264.7 cultivadas com RANKL sobre substrato

0sseo.

e Alendronato (ALN10): Células Raw 264.7 cultivadas com RANKL sobre

substrato 6sseo saturado com Alendronato Sédico a 10 pM.

e Alendronato (ALN100): Células Raw 264.7 cultivadas com RANKL sobre

substrato 6sseo saturado com Alendronato Sédico a 100 uM.

3.3.2 Obtencédo e tratamento dos substratos 6sseos

Para obtencdo dos substratos ésseos, discos de osso cortical bovino foram
cortados em maquina de corte de precisao (Isomet 1000) com 200 ym de espessura
e area de aproximadamente 2 cm?. Esses discos foram esterilizados utilizando
solugédo de a-MEM com pen-strep 1% (penicilina e estreptomicina) e guardados até

sua utilizagao.

3.3.3 Obtencao das células clasticas

Para obtencao das células foram utilizadas células Raw 264.7. As células foram
cultivadas em placas de 6 wells sobre o osso cortical bovino na densidade de 1x1068.
Foi utilizado meio a-MEM acrescido de 10% de soro fetal bovino exo free (System
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Biosciences), 1% de glutamina, 1% de pen/strep e suplementado com 5 ng/mL
RANKL, sobre o osso cortical bovino previamente tratado. As células foram cultivadas
por 5 dias em estufa a 37° e CO2. O meio foi trocado ao terceiro dia.

3.3.4 Meétodo histoquimico da TRAP

Ao quinto dia, apos detectar ao microscépio de luz a presenga de células gigantes
multinucleadas, foi realizado o histoquimico da fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP). As células foram fixadas em formaldeido a 2%, por 20 minutos sobre gelo.
Na sequéncia foram permeabilizadas com Triton 1% por 20 minutos, lavadas com PBS
e submetidas ao protocolo informado no kit Leucocyte acid phosphatase (TRAP) da
Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células TRAP+ presentes foram
contadas em 4 areas distintas dos wells (1000 um x 1000 um) e classificadas de
acordo com o numero de nucleos, sendo consideradas as multinucleadas (com 2 a 5

nucleos) ou gigantes (com 6 ou mais nucleos).

3.3.5 Identificagcdo da presenca de anéis de actina com Faloidina-FITC

Para deteccdo dos anéis de actina nos osteoclastos, as células sobre os
substratos 0sseos foram fixadas com formaldeido a 2% por 20 minutos sobre gelo,
permeabilizadas com Triton 1% por 20 minutos e coradas utilizando 10 ug/mL de
Faloidina-FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos, sob leve agitagéo.
Na sequéncia, os substratos 6sseos foram lavados 3 vezes com PBS e examinados
imediatamente no microscopio Zeiss Axioplan Il (Zeiss, Thornwood, NY, USA). Os

anéis de actina foram contados em 5 areas representativas de cada substrato ésseo.

3.3.6 Isolamento das vesiculas extracelulares (EVs)

O meio de cultura condicionado do dia 3 ao dia 5 foi cuidadosamente removido,
dispensado em tubo conico estéril de 15 ml e centrifugado por 30 minutos a 3000 g.
O sobrenadante foi transferido para novos tubos e foi adicionado ExoQuick TC

(System Biosciences) na proporc¢ao de 1:5, como recomendado pelo fabricante. As
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amostras foram incubadas overnight a 4°C com leve agitagao. No dia seguinte os
tubos com as amostras foram novamente centrifugados por 30 minutos a 3000 g, o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido com 50 ul de PBS estéril. Essas
amostras foram armazenadas em freezer de -80° C para analises futuras.

Figura 3.1. Sequéncia do meétodo utilizado para o isolamento das vesiculas extracelulares
liberadas por células Raw 264.7.

Meio de cultura Adi¢do de 50pl de
condicionado por PBS para diluir o
72h (do dia 3 a0 5) Centrifugacio a Sobrena.dante +  Centrifugagdo a pellet (EVs)
1000g por 30’ ExoQuick 1:5 1000g por 30’
Descarte do pellet Agitacdo

overnight a 4°C

Fonte: A autora

3.3.7 Analise das (EVs) utilizando o método NTA

As EVs previamente isoladas foram analisadas utilizando-se o método
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) utilizando o aparelho NanoSight NS-300
(Malvern). Esse método permite a analise quantitativa da concentracédo e quantidade
de EVs por tamanho. As amostras foram diluidas em PBS na propor¢cédo de 1:20 e
foram estabelecidos os seguintes parametros no aparelho: captura de imagens a 25
frames por segundo, temperatura entre 21-25°C e captura de video por 60 segundos.
Os videos foram analisados utilizando o software Nanosight NTA no formato raw em

triplicata.
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3.4 Resultados

3.4.1 Meétodo histoquimico da TRAP

Apos 5 dias de cultivo celular sobre os substratos o6sseos, as células
remanescentes na placa foram submetidas ao protocolo histoquimico da TRAP.
Foram somadas as células multinucleadas e gigantes de quatro areas distintas de
cada well e submetidas ao teste ANOVA. Nao foi detectada diferencga estatisticamente
significante entre os grupos (p = 0,0937).

Figura 3.2. Células Raw 264.7 cultivadas por 5 dias na presenga de substrato 6sseo coradas pelo
método histoquimico da TRAP (aumento de 100x). Observar a presenga de células

gigantes e multinucleadas nos trés grupos, com distribuigdo muito semelhante (A =
controle; B = ALN 10 uM; C = ALN 100 pM).

B)

Fonte: A autora

Grafico 3.1. Quantificagdo de células TRAP+ apdés 5 dias de cultivo. Nao foram detectadas
diferengas significantes entre os grupos (p>0.05).

Células TRAP +
250

|

200 -
1
150 -+ -[
100 -
50 A
0 A
C A10

A100

Quantidade de células TRAP+

Fonte: A autora
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3.4.2 I|dentificacdo da presenga de anéis de actina com Faloidina-FITC

Apos 5 dias de cultivo celular, as células clasticas que ficaram aderidas ao
substrato 6sseo foram submetidas a coloracdo com Faloidina-FITC. Os anéis de
actina foram identificados e contados em 5 areas diferentes do osso. Os dados foram
submetidos ao teste ANOVA e o pos teste de Tukey com 5% de significancia. Foi
identificada diminuic&do estatisticamente significante (p<0.05) na quantidade de anéis
de actina nas células tratadas com ALN a 100uM, quando comparadas ao grupo C e
ALN a 10 uM.

Figura 3.3. Células Raw 264.7 cultivadas por 5 dias sobre substrato 6sseo coradas com Faloidina-
FITC (aumento de 100x). Pode-se observar a presenga de anéis de actina em todos os
grupos, em maior quantidade em A (Controle) e em B (Alendronato 10 uM), quando
comparado com o grupo Alendronato 100 uM (C). Em (D) é possivel observar a
distribuicdo da quantidade de anéis de actina por grupo.

B) Q)
150 3|

Grafico 3.2. Quantificacdo dos anéis de actina por area 6ssea. A menor quantidade foi exibida no
grupo A100 (p<0.05).

Fonte: A autora
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3.4.3 Analise das EVs utilizando o método NTA

As vesiculas foram isoladas como descrito anteriormente (Figura 3.1), e na
sequéncia, foram submetidas ao método NTA. Em todos os grupos pode-se observar
maior quantidade de EVs com tamanho entre 100-200 nm, consistente com o tamanho

dos exossomos.

A média e a moda do tamanho das EVs sao descritas em nm com os respectivos
erros padr&o: C (tamanho médio das EVs: 227.9 +/- 4.9 nm e moda: 136.4 +/- 3.6 nm);
A10 (tamanho médio das EVs: 183.6 +/- 1.8 nm e moda: 137.3 +/- 1.3 nm); A100
(tamanho médio das EVs: 173.4 +/- 22 nm e moda: 136.7 +/- 1.4 nm). Ja a
concentracéo das EVs é descrita como particulas por ml, sendo encontradas: C (1.43
x 10° particulas/ml), A10 (2.2 x 10° particulas/ml) e A100 (6 x 108 particulas/ml).

No grupo tratado com Alendronato a 100 uM é possivel observar um pequeno pico
de EVs menores do que 100 nm, o que n&o é visto no grupo controle e Alendronato
10 uM. A menor concentragéo total de particulas por ml também € observada no grupo
tratado com Alendronato 100 uM.
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Figura 3.4. Tamanho e concentracdo das EVs previamente isoladas avaliadas pelo método NTA.
Em (A) grupo C, (B) A10 (ALN 10 uM) e (C) A100 (ALN 100 pM).
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CAPITULO 4 Discussao geral e conclusao

4.1 Discussao

Este estudo in vitro teve como objetivo primordial a avaliagdo dos possiveis efeitos
do alendronato, da dexametasona e da associagdo destes medicamentos sobre
osteoclastos. Na primeira parte experimental desta Tese foram observados os efeitos
destes medicamentos sobre osteoclastos provenientes de medula Ossea de
camundongo. Ja na segunda parte, a investigacdo focou na agdo do ALN sobre a
liberacdo de EVs pelos osteoclastos obtidos através de células Raw 264.7.

Foi evidenciado neste estudo que a DEX estimulou maior expressdo génica de
citocinas promotoras da osteoclastogénese e atividade do osteoclasto; esse efeito nao
foi minimizado pela presenga do ALN. Contudo, o ALN aderido ao osso permitiu uma
diminuicdo na profundidade das lacunas de reabsor¢ao. Quando doses maiores de
ALN foram incubadas no substrato 6sseo, a reducéo na atividade reabsortiva foi mais
evidente ao promover a diminuicdo na formacao dos anéis de actina e redugcao na

liberacao de EVs pelos osteoclastos.

Ao simular in vitro as complexas condi¢gdes que ocorrem no complexo sistema
bioldgico in vivo, diversos fatores devem ser considerados para tentar aproximar estes
ambientes. Mesmo ndo sendo possivel replicar na integra o que ocorre in vivo no
cultivo celular, um dos fatores que foram mimetizados com mais fidelidade, foi o

substrato 6sseo.

Durante o processo de corte dos discos de 0ssos bovinos é gerada uma camada
de esfregago formada pela agdo mecénica. Essa camada é conhecida como smear
layer e contém restos de material orgénico e inorganico do tecido (Violich; Chandler,
2010). Contudo, essa camada ndo esta presente em sistemas biologicos em
condigdes normais. A remog¢ao da camada de matriz ndo mineralizada (osteoide no
0Ss0) e a exposigdo da superficie mineralizada precedem a ades&o das células

clasticas e, portanto, o processo de reabsor¢céo em si.
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Buscando mimetizar com mais precisdo o ambiente in vivo, optou-se pelo
desenvolvimento de um protocolo de remogao da smear layer dos discos de 0sso
bovino. Para isso, os substratos dsseos foram submetidos a remocao quimica da
smear layer com hipoclorito de sédio e EDTA, seguido por lavagens seriadas com
agua ultrapura em cuba ultrassbénica. Tanto o hipoclorito, quanto o EDTA sao
compostos ja utilizados ha anos na Odontologia para limpeza dos condutos
radiculares em procedimentos endodénticos. Contudo, quando eles sao aplicados
diretamente sobre células em cultivo, podem apresentar alguns efeitos citotoxicos
(Marins et al., 2012; Vouzara et al., 2016). Para contornar esse possivel efeito, os
discos de osso bovino foram submetidos a uma série de lavagens com agua ultrapura
MilliQ, incluindo um periodo overnight. O substrato foi avaliado em MEV, confirmando-
se que a camada de esfregago foi removida.

Apesar de nao terem sido feitos testes especificos de citotoxicidade para o
protocolo de smear layer nesse trabalho, foi observado em microscopio de luz como
as células se comportaram durante os 7 dias de cultivo sobre os discos de osso com
Smear layer e sem a smear (apos o protocolo de remogéo); ndo foram observadas
alteragdes no padrao de crescimento e diferenciacdo das células cultivadas sobre o
0SSO com e sem smear. Ja na avaliagdo do substrato, em MEV, confirmou-se que a
camada de esfregaco foi removida. Além disso, nenhum efeito prejudicial foi detectado
sobre a atividade das células clasticas, ja que foram visualizadas diversas areas de
reabsor¢cdo nos dois grupos, demonstrando entdo, a efetividade do protocolo de

remocé&o de smear layer.

Outro fator importante foi a concentragao utilizada para cada medicamento. Como
visto anteriormente, os bisfosfonatos tém a capacidade de se aderirem fortemente a
matriz 6ssea. Em um paciente que faz uso de BP como o ALN, o BP é disponibilizado
na matriz 6ssea e tem sua agdo no osteoclasto, apos ser englobado durante a
reabsor¢cdo. Dessa forma, foi simulado essa condi¢c&do clinica incorporando o BP
previamente nos discos de ossos bovinos. O desafio, no entanto, era compreender
quanto do BP acrescentado ao meio era efetivamente incorporado ao osso. Para isso,
foi adaptada a metodologia de al Deeb et al. (2004) e em analise em
espectrofotometro observou-se que todo o ALN na concentragdo de 10 yM foi
incorporado a matriz 6ssea. Como essa mesma concentragdo de ALN foi utilizada
previamente em outros estudos de cultivo de osteoclastos (Breuil et al., 1998; Giuliani



99

et al., 1998; Weinstein et al., 2002), tendo os efeitos esperados deste BP, essa foi a
concentracéo utilizada neste trabalho. Ja a concentracdo de DEX foi determinada a
partir de estudos prévios. Em um trabalho in vivo e in vitro Shi et al., (2015)
observaram que a DEX promovia a osteoclastogénese de forma dose-dependente.
Na cultura de células Raw 264.7 e de células da medula 6ssea de camundongos, 0
pico da agao promotora da DEX sobre os osteoclastos foi atingida com 1 uM, tendo
reducdo dos efeitos com concentragdes superiores (Shi et al., 2015). Considerando
esses resultados, a concentragdo de1 uyM de DEX foi utilizada nesta pesquisa.

O método utilizado na primeira parte deste estudo foi o cultivo primario a partir de
células da medula 6ssea de camundongos, estimuladas por dihidroxivitamina D3
(calcitriol). Este modelo tem a vantagem de simular a interag&o das diferentes células
do ambiente &sseo, proporcionando maior semelhanca com o modelo in vivo. A
dihidroxivitamina D3 promove a liberacdo de RANKL e M-CSF pelas células
indiferenciadas mesenquimais presentes na medula Ossea, estimulando a
diferenciagao dos osteoclastos. Além disso, esse modelo tem a vantagem de gerar
osteoclastos com real capacidade de reabsor¢ao, que foi uma das variaveis avaliada
neste estudo.

Os estudos tém indicado que os osteoclastos obtidos através da medula 6ssea
de camundongos comeg¢am a surgir a partir do 5° dia de cultivo (Marino et al., 2014),
porém o tempo de vida dessas células ndo é muito longo, variando entre 7-11 dias.
Segundo Rucci et al. (2019), apos o surgimento de células gigantes multinucleadas,
as células podem comecar a sofrer apoptose em um periodo de 48h. Dessa forma, o
crescimento e diferenciagao das células foi acompanhado ao microscépio de luz e ao
5° dia ja era possivel observar algumas células multinucleadas se formando. Foi
realizado o teste de viabilidade celular nos dias 5, 7 e 9, ndo havendo nenhum efeito
citotdxico entre os diferentes tratamentos nos 3 periodos, com a maior quantidade de
células viaveis detectada no dia 7. Dessa forma, o dia 7 foi o periodo de escolha para

os demais experimentos.

Neste estudo, foi determinada a express&o génica das citocinas RANKL e OPG.
Em ambos os grupos tratados com dexametasona, associada ou ndo ao ALN, foi
observado o aumento na expressao génica do RANKL e diminui¢do da expressao da
OPG, promovendo a osteoclastogénese. Através da avaliagdo por
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imunofluorescéncia, o RANKL foi observado com ampla distribuicdo pela célula, de
forma homogénea entre os grupos, tendo maior concentragdo na membrana
plasmatica. Pequenas marcagdes de RANKL foram identificadas de forma mais
dispersa. Considerando as inumeras lavagens que sao executadas na realizagao
deste protocolo, apenas células com capacidade de adesédo seriam marcadas pelo
fluoréforo. A hipdtese levantada € que essas particulas dispersas estariam associadas
a finos prolongamentos dos osteoclastos, considerando que as células em cultura
possuem formato diferente do encontrado in vivo. Também é importante destacar que
o formato das células em cultura e analisadas em microscoépio de luz € visualizado em
apenas 2 dimensdes, ocorrendo frequentemente sobreposi¢cdes de imagem. Além
disso, nesta avaliacdo por imunofluorescéncia as células foram cultivadas sobre
laminula de vidro e ndo sobre substrato ésseo. Variagcbes no formato das células
também s&o encontradas dependendo dos substratos utilizados (vidro, plastico e

osso) (Conaway et al., 2016).

A alteracdo na liberagdo dessas citocinas representa acio indireta sobre os
osteoclastos, ja que as células que controlam essa liberagdo sao os osteoblastos e as
células mesenquimais indiferenciadas. Os estudos tém associado aos glicocorticoides
esse estimulo sobre as células do estroma e da linhagem osteoblastica, com efeitos
indiretos sobre a osteoclastogénese (Wang et al., 2019), como por exemplo, redugéo
na via Wnt/B-catenina e BMP/2 (Hayashi et al., 2009; Mak et al., 2009; Hildebrandt et
al., 2018), levando a reducdo da osteoblastogénese. No entanto, é necessario
destacar que a grande variedade de modelos experimentais, tipos e doses dos
glicocorticoides utilizados, dificultam a compreensao desses efeitos. Neste estudo,
como foram utilizadas células provenientes da medula éssea, deve-se considerar que
parte dos efeitos encontrados sobre os osteoclastos, estdo indiretamente

relacionadas as demais células da medula.

A contagem de células multinucleadas e gigantes TRAP+ foi realizada tanto na
cultura primaria, quanto na cultura de células de linhagem Raw 264.7. Na cultura
primaria, foi detectado aumento do numero total de células TRAP+ nos grupos
tratados com DEX, inclusive quando ela foi administrada conjuntamente ao ALN. A
TRAP € uma enzima lisossomal detectavel em analises histoquimicas, sendo um
importante marcador da presenca e atividade dos osteoclastos. Os estudos tém
indicado que os glicocorticoides promovem esse aumento inicial na quantidade de
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osteoclastos (Shi et al., 2015; Hachemi et al., 2018; Henneicke et al., 2014). Neste
estudo, considerando o tempo de vida das células em cultura, somente foi possivel
avaliar os efeitos iniciais dos medicamentos sobre as células. Essa variacdo no
numero de células TRAP+ nao foi identificada nos grupos tratados com ALN, tanto na
cultura primaria, quanto no cultivo de células Raw 264.7.

Deve-se destacar também, a variabilidade na diferenciagao das células em cultura
primaria. As células gigantes tiveram grande variagdo de tamanho entre as amostras
no mesmo grupo. Ainda que n&o houvesse diferenga estatisticamente significante com
os diferentes tratamentos, principalmente por essa grande variabilidade, as maiores
células gigantes foram detectadas nos grupos tratados com a DEX, com destaque
para o grupo associado ao ALN. Autores sugeriram que essas altera¢gdes morfologicas
do osteoclasto poderiam representar um pré estagio de apoptose prolongada (Jobke
et al., 2014). Considerando o aumento de RANKL e diminuicdo da OPG nos grupos
tratados com DEX, além dos efeitos descritos na literatura sobre o aumento do numero
de osteoclastos quando tratados com dexametasona e as possiveis alteragdes
morfoldgicas nas células clasticas tratadas com BP nitrogenado, é possivel explicar a
presencga das maiores células gigantes quando as culturas foram tratadas com ambas

as drogas.

Para compreender se o aumento do numero e tamanho das células TRAP+
significaria aumento da atividade dessas células, foi avaliada a reabsorgédo no
substrato ésseo promovida pelos osteoclastos de medula 6ssea, através da MEV e,
analise dos anéis de actina das células Raw 264.7 cultivadas sobre o substrato 6sseo.
Foi detectado aumento na area reabsorvida no osso em que as células foram tratadas
exclusivamente com DEX. Esse aumento ndo ocorreu nas células submetidas ao
tratamento conjunto de DEX e ALN. Esse achado sugere que o alendronato aderido
a matriz foi capaz de minimizar os efeitos da dexametasona sobre os osteoclastos. E
importante destacar que o BP aderido a matriz 6ssea ndo impede inicialmente a
adesao do osteoclasto ao osso. A célula ativada se adere a matriz, reorganiza o
citoesqueleto e inicia 0 bombeamento acido. Nesse momento, com a acidificagéo da
lacuna, ocorre a dissociagdo dos ions do BP na matriz que sdo englobados pelo
osteoclasto por endocitose. Essas moléculas, agora no citoplasma da célula, iniciam
seus efeitos inibitorios sobre a atividade do osteoclasto (Rogers et al., 2020). Ou seja,

mesmo no osso tratado com ALN, & possivel ocorrer areas de reabsorgéo inicial.
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Neste estudo, apesar da quantidade de pits de reabsor¢do entre o grupo controle e
tratados com ALN serem semelhantes, a profundidade das lacunas de reabsorgao
diferiu nas amostras. Enquanto as lacunas do osso tratado com ALN eram superficiais,
as areas de reabsorgdo do controle ja eram mais profundas. Isso também foi
observado nos grupos tratados com a DEX, principalmente naquele submetido
somente ao tratamento com esse glicocorticoide, onde foi observado a maior
quantidade de pits e também a maior profundidade das lacunas.

Considerando essa acéo inibitéria do ALN na reabsorc¢ao, foi testado com células
Raw 267.4 se concentracbes maiores deste BP poderiam potencializar esse efeito.
Através da avaliagédo dos anéis de actina, foi visualizado um numero semelhante entre
o controle e ALN a 10 yM (mesma concentragéo utilizada com as células da medula
0ssea), contudo, ocorreu diminuigdo substancial na quantidade de anéis de actina no
grupo tratado com dose 10 vezes maior de ALN (100 uM). Os anéis de actina sao
constituidos a partir da polimerizagdo de microfilamentos, formando filamentos de
actina (F-actin) (Han et al., 2019; Holliday et al., 2019). Como visto anteriormente, a
formagao dos anéis de actina sao reflexo da ativagdo dos osteoclastos. Quando as
células sao tratadas com BP nitrogenados ocorre entre outras ag¢des, a prenilagao de
pequenas GTPases como as Rho, Rac e Rab, que atuam sobre o citoesqueleto dos
osteoclastos, prejudicando a formagédo dos anéis de actina, além de ag¢des sobre a
adesao, migracao da célula, polarizagao e também do trafego intravesicular (Rogers
et al., 2020).

Curiosamente, alguns elementos do citoesqueleto também parecem ser
requeridos para a biogénese das EVs, incluindo membros da familia das hidrolases
(GTPases) como a Rho (van Niel et al., 2018). Este modelo experimental com as
células Raw 264.7 permitiu a avaliacdo das EVs liberadas apenas por osteoclastos
sob o efeito de ALN, diferentemente da cultura primaria, onde ha presenca de diversas

células da medula 6ssea, principalmente nos primeiros dias da cultura.

Ap6s o isolamento das EVs, elas foram avaliadas utilizando o método
Nanoparticle Tracking Analysis ou NTA. Este método permite, através da analise do
espalhamento de luz e movimento browniano das particulas, obter o tamanho das
particulas individualmente e a concentragéao por ml. Em todos os grupos foi visualizado
EVs com tamanho entre 100-200 nm, consistente com o tamanho dos exossomos. A
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menor concentracdo total de particulas ou EVs foi observada no grupo tratado com a
maior dose de ALN, evidenciando um possivel novo efeito deste BP sobre o
osteoclasto. Mais estudos deverao ser realizados para compreender se ha um efeito
direto do ALN sobre a liberacdo das EVs, ou se € apenas consequéncia dos efeitos
desse medicamento sobre o citoesqueleto da célula e trafego intravesicular. Além
disso, a caracterizagao futura dessas EVs podera trazer dados mais fortes sobre quais
moléculas elas estariam carregando e se essas moléculas poderiam interferir na
regulagcédo 6ssea. Caso o RANK fosse um dos componentes dessas EVs, poderia ser
feito uma investigagdo sobre a agdo dos BP nitrogenados ndo apenas sobre os
osteoclastos, mas também sobre os osteoblastos, ja que as EVs contendo RANK ja
foram amplamente associadas na literatura a sinalizagao “reversa” dos osteoblastos

promovida pelos osteoclastos (lkebuchi et al., 2018; Sims; Martin, 2020).

Considerando esse possivel novo efeito sobre a liberagdo das EVs com células
tratadas com 100 uM de ALN, ficam alguns questionamentos: essa dose poderia
reverter ou minimizar efetivamente os efeitos da DEX nos periodos iniciais? Se ocorre
essa diminuicdo na liberacdo das EVs pelos osteoclastos, poderia haver efeitos
indiretos na atividade dos osteoblastos? Existe correlagdo entre a inativagao do
osteoclasto e a liberagdo de EVs? Mais estudos deverao ser realizados para melhor

embasar esses novos questionamentos.

Desta forma, o presente estudo demonstrou que a administragao de DEX nas
culturas aumentou a liberagdo de RANKL e diminuiu a liberagdo de OPG, estimulando
a osteoclastogénese e a ativagdo dos osteoclastos. Consequentemente, a DEX
potencializou a reabsorgédo 6ssea. Este maior estimulo reabsortivo, ndo foi revertido
pelo tratamento conjunto com ALN. No entanto, os efeitos do ALN foram dose-
dependentes. Enquanto doses mais leves promoveram a diminui¢do da profundidade
das lacunas de reabsorcdo, doses mais elevadas levaram a significativa redug&o na

formacéo dos anéis de actina e na liberagdo de EVs pelos osteoclastos.
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4.2 Conclusao

Considerando os parametros utilizados neste estudo foi possivel concluir que o
tratamento com ALN, DEX e a combinacdo de ambos, ndo promoveu alteragcdes
significantes no numero de células TRAP+ tanto em cultivo primario de células da
medula 6ssea, quanto de células Raw 264.7 Contudo, o ALN aderido ao substrato
0sseo promoveu reducdo na profundidade das lacunas de reabsor¢cdo. A DEX
estimulou aumento na expressdo génica de marcadores de osteoclastogénese,
mesmo quando administrada em conjunto com o ALN. Doses maiores de ALN inibiram
ainda mais intensamente a reabsorc¢éo (diminui¢do na formagao dos anéis de actina)

e reduziram a liberagao de EVs pelos osteoclastos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo do efeito de glicocorticoides associados a
bisfosfonatos sobre a diferenciagéo e atividade de osteoclastos de camundongo em

cultura.”, registrada com o n°® 015/2017, sob a responsabilidade de Victor Elias Arana-Chavez,

Lorraine Perciliano de Faria, Elisangela Chinen e Giuliana Sueyoshi que envolve a produgéo,
manutengédo 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 de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
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