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RESUMO

Reacdes inflamatorias crénicas proximas ao tecido 6sseo geralmente levam a perda
de estrutura tecidual, como no caso da artrite reumatoide e periodontite. InUmeras
citocinas foram identificadas como participantes do processo de modelacéao do tecido
0sseo em condi¢des inflamatorias, atuando diretamente em receptores presentes nas
células Osseas. Citocinas da familia gp130 (glicoproteina 130) sdo capazes de
modular a formagé&o de osteoclastos, bem como a sua atividade. Os membros dessa
familia sinalizam através da dimerizacdo de receptores com a subunidade gp130 e
caracteristicamente ativam STAT3 e MAPK. A Oncostatina M (OSM) € uma citocina
Unica dentro da familia gpl30 j4 que seu receptor (OSMR) recruta a proteina
adaptadora Shcl. Neste trabalho avaliamos o papel de Shcl na reabsorcdo 6ssea
induzida por OSM. Osteoblastos foram tratados com OSM e a ativacdo de Shcl e
STAT3 foi avaliada por PCR quantitativa e western blot. Para determinar a importancia
de Shcl e STAT3 no aumento da expressdo de RANKL e formacgéo de osteoclastos
induzida por OSM, utilizamos siRNA especifico para Shcl e STAT3 para silenciar esse
MRNA e consequentemente reduzir os niveis destas proteinas. Os efeitos de OSM
foram comparados aos de LIF (Fator Inibidor de Leucemia), por se tratar da citocina
mais proxima a OSM dentro da familia gp130. O tratamento de osteoblastos com
OSM, mas néo LIF, induziu aumento da expressdo de mRNA e da fosforilagédo de
Shcl. O silenciamento de Shcl reduziu efeito indutor de OSM sobre a ativacdo de
STATS3 e expressédo de RANKL. O silenciamento de STAT3 néo afetou a ativacao de
Shcl, mas suprimiu 0 aumento da expressdo de RANKL induzida por OSM. Em co-
culturas de osteoblastos e macrofagos OSM estimula a formacéo de osteoclastos, e
o silenciamento de Shcl ou STAT3 blogueou esse efeito. Em osteoblastos da calvaria
e células derivadas da medula 6ssea, OSM é um indutor mais potente do que LIF da
reabsorcdo 6ssea e da formacéo de osteoclastos, respectivamente. Em concluséo, a
proteina Shcl é crucial para os efeitos de OSM na diferenciagdo de osteoclastos e
reabsorcao 6ssea. Esse mecanismo é dependente da fosforilacdo de ERK e STAT3.

Palavras-chave: Oncostatina M. Fator Inibidor de Leucemia. Ligante RANK. Proteina
1 de Transformacédo que Contém Dominio 2 de Homologia de Src. Osteoclastos.



Floriano-Marcelino T. Oncostatin M, through activation of Shcl, is a more potent
inducer of RANKL expression and osteoclast differentiation than Leukemia Inhibitor
Factor. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2020.

ABSTRACT

Chronic inflammation near to bone tissue often lead to loss of tissue structure, as in
the case of rheumatoid arthritis and periodontitis. Countless cytokines have been
identified as participants in the process of bone tissue modeling under inflammatory
conditions, acting directly on receptors present in bone cells. Cytokines of the gp130
(glycoprotein 130) can beable to modulate osteoclast formation as well as its activity.
Members of this family signals through receptors dimerizing with the gp130 subunit
and typically activates STAT3 and MAPK. Oncostatin M (OSM) is a unique cytokine
within the gp130 family since receptor (OSMR) recruits the adapter protein Shcl. We
have evaluated the role of Shcl for OSM-induced bone resorption. Osteoblasts were
treated with OSM and Shcl and STAT3 activations were analyzed by quantitative PCR
and western blot. To determine the role of Shcl and STAT3 for OSM-induced RANKL
expression and osteoclast formation we used siRNA targeting Shcl and STAT3 to
knock-down this mMRNA and consequently reduce the proteins levels. The effects of
OSM were compared to those of LIF (Leukemia Inhibitor Factor) because it is the
closest cytokine to OSM within the gp130 family. Treatment of osteoblasts with OSM,
but not LIF, induced increased mRNA expression and phosphorylation of Shcl.
Silencing of STAT3 did not affect Shcl activation, but suppressed OSM-induced
increase in RANKL expression. In co-cultures of osteoblasts and macrophages OSM
stimulates osteoclast formation, and silencing of Shcl or STAT3 blocked this effect. In
calvarial osteoblasts and bone marrow cells, respectively, OSM is a more potent
inducer than LIF of bone resorption and osteoclast formation. In conclusion, the protein
Shcl is crucial for effects by OSM on osteoclasts differentiation and bone resorption.
This mechanism is dependent of the phosphorylation of ERK and STAT3.

Keywords: Oncostatin M. Leukemia Inhibitor Factor. RANK Ligand. Src Homology 2
Domain-Containing. Osteoclasts.
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1 INTRODUGCAO

O esqueleto é um tecido dindmico que sofre constante modelacdo e
remodelacdo para fins de crescimento ou alteracdo de sua forma. Este processo é
dado pela formacéao e reabsorcéao 0ssea, sendo estritamente controlado por diversos
mediadores, como hormonios e citocinas, que permitem a homeostase corporal por
meio da manutencéo dos niveis de célcio e de fosfato plasmaticos?.

Os osteoblastos? e os osteoclastos® sdo as principais células envolvidas na
remodelacdo Ossea. Suas funcbes estdo fortemente ligadas, desempenhando a
reabsorcdo do 0sso antigo e/ou danificado e em seguida substituindo por uma matriz
O0ssea recém-formada (ostedide), que sera entdo mineralizada para formar o novo
0ss0. Os ostedcitos, células derivadas dos osteoblastos, também estédo envolvidos no
processo, agindo como uma célula endécrina e um sensor mecanico?.

Um desbalanco entre formacéo e reabsorcdo 6ssea pode resultar em lesdes
osteoliticas, tais como aquelas observadas em patologias como osteoporose, doenca
periodontal e artrite reumatoide®. Na maioria dos pacientes, processos inflamatérios
nas regioes proximas ao esqueleto leva a perda de tecido 6sseo, consequente de uma
remodelacdo 6ssea desequilibrada, onde predomina a osteoclastogénese®.

Para que a diferenciacdo de osteoclastos ocorra, a ativacdo do receptor
ativador do fator nuclear-kB (RANK) pela sua citocina ligante, RANKL, é uma condi¢cao
essencial’. Esta citocina é expressa por células inflamatérias, osteoblastos e
ostedcitos e se liga ao RANK expresso por células de linhagem hematopoiética,
previamente expostas ao fator estimulador de colénia de macréfagos (MCSF),
induzindo a ativagao de diversas cascatas de sinalizacao intracelular e fatores de
transcricdo. A interacdo entre RANK e RANKL ¢é inibida pela osteoprotegerina (OPG)
que atua como inibidor da diferenciacdo de osteoclastos. Uma das explicacdes para
o papel indutor de osteoclastogénese por algumas citocinas consiste no fato destas
moléculas induzirem a expressdo de RANKL por osteoblastos e células inflamatérias®.

Citocinas da familia gp130 (glicoproteina 130) sdo capazes de modular a
formacdo de osteoclastos, bem como a sua atividade. Os membros da familia gp130
que estimulam a formacdo de osteoclastos incluem interleucina-6 (IL-6), apds
complexo com o seu receptor solavel (IL-6+slL-6R), oncostatina M (OSM), e de forma
mais discreta, o fator inibidor de leucemia (LIF)®. Cada uma dessas citocinas se liga a

subunidades de receptores de superficie celular e o complexo ligante-receptor
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interage com a proteina transmembrana gp130 para a propagacdo do sinal®>. OSM e
LIF se diferenciam dos demais membros da familia no uso de gp130 como um receptor
a de baixa afinidade, ativando a heterodimerizacédo de gp130 com o receptor de LIF
(LIFR) ou o receptor especifico de OSM (OSMR)?°,

Contudo, apesar da ativacdo de algumas vias em comum, muitos efeitos de
OSM séo mais potentes do que os de LIF, como a estimulacdo da formacao de
osteoclastos em cocultura de osteoblastos e células da medula o6sseall.
Curiosamente, uma via de sinalizacdo nao redundante, que distingue OSMR dos
demais receptores da familia gp130, tal como LIFR, é o recrutamento da proteina
adaptadora Shc1l (do inglés Src homology and collagen 1)213, Apés ligacdo a OSMR,
a ativacdo de Shcl resulta em uma cascata de sinalizacdo que promove a ativacao
de MAPK, via importante para a diferenciacdo de osteoclastos'®. Diferentemente, a
ativacdo de MAPK induzida por LIF e mediada por LIFR recruta a tirosina fosfatase
SHP-2 (do inglés Src homology region 2-containing protein tyrosine phosphatase)#,
para a subunidade gp130°. O papel do eixo OSMR-Shcl em osteoblastos ainda nédo

foi elucidado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diferenciacao de Osteoclastos: Sistema RANK/RANKL/OPG

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas (1-50 nucleos por célula
dependendo da espécie) derivados de células mononucleadas da linhagem de
mondcitos/macréfagos. Osteoclastos sédo formados a partir da fusdo de macréfagos e
é a Unica célula conhecida capaz de reabsorver 0sso*®.

M-CSF-1 (Fator estimulante de colénia de macrofagos 1) e RANKL (ligante do
receptor ativador de NF-kB; expressa por células inflamatérias, osteoblastos e
ostedcitos) sdo citocinas essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo de
precursores de osteoclastos in vitro e in vivol’. De fato, camundongos deficientes em
RANKL ndo possuem osteoclastos e desenvolvem severa osteopetrose (aumento
generalizado na densidade 6ssea) além de defeitos imunoldgicos'®. A diferenciacéo
depende da sinalizacdo através da ligacdo de M-SCF em seu receptor c-fms (receptor
do fator estimulante de colbnia de macrofagos) expresso em células precursoras
mononucleadas que, por sua vez, aumentam a expressao de RANK (receptor ativador
de NF-kB) para sua ativagao por sua citocina ligante, RANKL. A interacdo entre
RANKL e RANK ¢ inibida pela osteoprotegerina (OPG) que atua como inibidor da

diferenciacéo de osteoclastos!® (Figura 1).
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Figura 1 — Sistema RANK/RANKL/OPG

® \%ﬁf . T).

CMFS M-CSF RANK RANKL OPG

Figura esquematica da regulacdo da osteoclastogénese pelo Sistema RANK-RANKL-OPG.
Os macréfagos da medula 6ssea expressam receptores para MCSF e RANKL (1); os
osteoblastos e os ostedcitos secretam RANKL, a citocina chave para diferenciacdo de
osteoclastos (2) que também pode ativar osteoclastos pelo contato célula a célula (4). Por
outro lado, estas células também secretam OPG, que se liga a RANKL, impedindo a ligagcéo
deste ao RANK, assim regulando negativamente a osteoclastogénese (3).

Fonte: Magalhaes?.

2.2 Familia gp130

A familia gp130 é composta por citocinas pro-inflamatorias e hematopoiéticas
como IL-6, IL-11, LIF, OSM, fator neutrdfico ciliar (CNTF), citocina tipo cardiotrofina
(CLC), cardiotrofina -1 (CT-1), IL-27 e IL-31%. O efeito celular similar causado por
essas citocinas, conhecido como redundancia funcional, pode ser explicado pelo uso
em comum de uma subunidade de receptor, a glicoproteinal30 (gp130)?L. Gp130 é
homodimerizada por IL-6 e IL-11 apdés a ligacdo destes aos seus respectivos
receptores a (IL-6Ra e IL-11Ra). Quase todas as demais citocinas da familia formam
heterodimeros de gp130 e outro receptor B. LIF se liga a LIFR e a uma subunidade
gp130. CT-1, CLC e CTNF (em complexo com CTNFR) também utilizam o complexo
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LIFR/gp130. OSM se liga a gp130 para formar um complexo com LIFR ou OSMR para
sinalizacdo'%® (Figura 2).

Figura 2 - Membros da familia gp130 e seus respectivos receptores

Homodimeros Heterodimeros

L-27 CLCF1 CNTF

I-31

| |OSMRB (E _

I-31Ra

CNTFRot
(GPI anchored)

Fonte: Adaptado de Jones et al. %2

Intracelularmente, a ativacdo de complexos que utilizam gpl30 resulta na
ativacao da via de sinalizacdo JAK/STAT. JAKs (proteina tirosina-quinase Janus) sao
trans e auto-fosforiladas e por sua vez fosforilam a regido citoplasmética de
subunidades do receptor, criando um sitio de ancoragem para transdutores de sinal e
ativadores das proteinas de transcricdo (STATS). Uma das marcas registradas da
sinalizacdo dependente de gpl130 ¢é a ativagdo de STAT3, a qual dimeriza, transloca

para o nlcleo e ativa a transcricdo de genes alvo?3,

2.3 Oncostatina M (OSM)

A Oncostatina M pertence a familia gp130 de citocinas. Foi descoberta como
um polipeptidio liberado por macréfagos diferenciados a partir de células de linfoma
histiocitico U-937, capaz de inibir a proliferacdo de células melanociticas e de outras
células tumorais?*. A expressdo de OSM também foi descrita em mondcitos, células
dendriticas, células T, neutréfilos?®, células estromais intestinais?®, osteoblastos?¢?” e

ostedcitos?’. Essa citocina esta envolvida em uma variedade de fungées?”?8, como
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remodelacdo 6ssea?®, desenvolvimento embriolégico, regeneracdo hepatica,
hematopoese®°, progressdo tumorigénica33? além de processos inflamatérios tais
como fibrose pulmonar3334, asma3®, doenca periodontal®® e artrite reumatoide?’.

OSM aumenta a formacao de osteoclastos em culturas de células da medula
6ssea®®39, efeito associado ao aumento da expressdo de RANKL3, Camundongos
deficientes em receptor para OSM (Osmr) tém maior massa 6ssea e um numero
reduzido de osteoclastos?’.

Em humanos, hOSM pode se ligar com afinidade equivalente tanto a um
complexo receptor formado por gpl30 e LIFR (gp130/LIFR) quanto ao formado por
gpl30 e OSMR (gp130/OSMR). Em células de camundongo, mLIF, hLIF e hOSM
ligam-se exclusivamente ao complexo gpl30/LIFR enquanto mOSM possui maior
afinidade de ligagdo ao complexo gp130/OSMRB'® o0 que torna o camundongo um
organismo adequado para o estudo da sinalizagao especifica de OSM via OSMRp e
LIFRB*> 28 (Figura 3).

A dimerizacdo de OSMR com gp130 ativa a via de sinalizagdo JAK-STAT, como
€ caracteristico de complexos que utilizam gp130. JAKs promovem a transfosforilacao
de dominios intracelulares de gp130 e OSMR, com subsequente recrutamento do fator
de transcricdo STAT34%41, O dimero de STAT3 ativo transloca para o nucleo e se liga
a sequéncias especificas do DNA, em regides de diversos genes alvos. A fosforilacao
de gpl30 por JAKS promove, ainda, recrutamento e ativacdo da tirosina fosfatase
SHP-2, que forma um complexo com Grb2 (growth fator receptor-biding protein 2) e
Sos (Son of sevenless), o qual ativa a via Ras/Raf/MAPK, comum a muitos receptores
de citocinas hematopoiéticas*?.
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Figura 3 — Complexo gp130/OSMRp e gp130/LIFRB

LIFR

OSMR
gp130
1000000000008 100
S’
p e N/

Fonte: Elaboracgéo propria.

O recrutamento da proteina adaptadora Shcl (proteina contendo dominio
homologo a SRC) por OSMR, ao qual mMOSM se liga com maior afinidade, o distingue

dos demais receptores da familia de citocinas gp1301943,

2.4 Shcl

Shc sdo proteinas adaptadoras fosfotirosinas que ligam receptores
transmembrana ativos a cascata de sinalizacdo downstream?s. A familia de proteinas
adaptadoras Shc em mamiferos inclui quatro membros: ShcA (Também denominada
Shcl), SheB, ShcC e SheD, caracterizadas por um arranjo sequencial de um dominio
N-terminal de ligacéo a fosforitosina (PTB) e um dominio C-terminal SH244,

Dentre as proteinas Shc, Shcl é a mais expressa em adultos, estando
presente em todos os tecidos, com excecéo do sistema nervoso central (SNC)#. Shcl
possui 3 isoformas descritas, p46Shc, p52Shc e p66Shc (sendo p66Shc resultado de
splicing alternativo), nomeadas para corresponder a sua mobilidade na analise por
SDS-PAGE: 66, 52 e 46 kDa'?44. As isoformas p46Shc e p52Shc, apdés serem
fosforiladas, acoplam receptores tirosina quinases ativados a Ras, através do
recrutamento do complexo Grb2/Sos e estdo envolvidas na propagacao
citoplasmatica de sinais mitogénicos*¢4’. p66Shc ndo media a ativagdo de Ras, mas

estd ligada a vias de transducédo de sinais que regulam a resposta celular ao estresse
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oxidativo e tempo de vida (life span)*’484%. Durante os estagios iniciais da
embriogénese em camundongos, Shcl é expressa em células do sistema
cardiovascular, regulando o desenvolvimento e a angiogénese do coragédo e,
consequentemente, a letalidade embrionéria precoce é alta em camundongos Shcl™
50, Contudo, camundongos deficientes apenas em pShc66, sdo viaveis*®4°, sugerindo
que as isoformas 46/52 kDa de Shcl sao essenciais para o desenvolvimento
embriolégico®°,

A fosforilacgo de OSMR permite a ligacdo de Shcl ativa a OSMR,
recrutamento de Grb2 ao dominio SH2 e subsequente inducdo de uma cascata de
fosforilagdo que resulta na ativagdo de MAPK!°, Em contrapartida, a ativagdo de
MAPK induzida por LIF recruta SHP-2 para a subunidade gpl130 do heterodimero
gpl130:LIFR. Uma vez que OSMR nao possui o sitio de recrutamento para SHP-2,

esse € substituido por Shcl para a ativacao de MAPK.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi investigar a importancia do eixo OSMR-Shcl
na expressdao de RANKL por osteoblastos e subsequente diferenciacdo de

osteoclastos induzida por OMS.

3.1 Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito do silenciamento de Shcl sobre a expressdo de RANKL em
osteoblastos.
2. Avaliar o papel de Shcl e STAT3 na diferenciacdo de osteoclastos induzida

por Oncostatina M.



19

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos CsA da Universidade de Umea, camundongos Swiss da
Faculdade de Odontologia de Araraquara e camundongos C57BI/6 da Universidade
de Gotemburgo foram utilizados para o isolamento de osteoblastos da calvaria, células
da medula 6ssea ou explantes 0sseos da calvaria. Os Comités Institucionais de
Cuidado e Etica em Animais da Universidade de Umed, da Faculdade de Odontologia
de Araraquara (Anexo A) e da Universidade de Gotemburgo aprovaram todos 0s
estudos experimentais.

A observacdo de que OSM é um estimulador mais potente do que LIF da
expressao do mRNA de Tnfsfll (que codifica RANKL) foi feita em células de todos os
trés genotipos. A fosforilagdo de Shcl induzida por OSM foi avaliada em células de
camundongos CsA e Swiss, com ativacdo de Shcl em ambas as espécies.

4.2 Ensaio de Reabsorcgdo Ossea

A reabsorgéo dssea foi avaliada em cultura de ossos parietais (n=6 0Ss0s por
grupo) de camundongos de 6 a 7 dias de idade, analisando a liberacédo de “°Ca de
0ssos pré-marcados como descrito anteriormente por Lerner 1987°! e Ljunggren
199152, A liberacdo do is6topo foi expressa como a porcentagem de liberacdo da
quantidade inicial de isétopo (calculada como a soma de radioatividade no meio e
0sso apoés cultura). Os dados foram recalculados e os resultados expressos em

porcentagem do controle que foi fixado em 100%.

4.3 Isolamento e Cultura de Osteoblastos de Calvaria

Camundongos de 2 a 3 dias de idade (Mus musculus, Swiss) foram sacrificados
por decapitacdo. Cada calvaria foi entdo dissecada (com o auxilio de um bisturi), e
armazenada em um Erlenmeyer contendo solucdo “A” previamente preparada (89
NaCl + 200 mg KCI + 350 mg NaHz2PO4, pH 7,2). Seguiu-se entdo uma sequéncia de
lavagens, realizadas em fluxo laminar, iniciada com 1 - adi¢cdo de 5 mL de solugéo “A”,

incubada a 37°C com agitag&o orbital a 150 rpm, por 10 minutos e posterior descarte
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deste meio; 2 - trés lavagens com solucao “B” previamente preparada (Solugao “A” +
1,489 g de EDTA), nas mesmas condi¢des de incubacao, e descarte do meio; 3 - cinco
lavagens com solucdo “C” (Collagenase type 2) (Worthington Biochemical Corp,
Lakewood, NJ, EUA), preparada no momento de uso e mantida em gelo, nas mesmas
condicbes de incubacédo, sendo o meio coletado a partir da segunda lavagem com
solucado “C”. Este meio de lavagem coletado e que contém as células foi centrifugado
por 5 min a 10000 rpm (Sorvall™ ST 8) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
O sobrenadante foi descartado.

Apdés o isolamento, as células foram mantidas em garrafas de 75 cm?
suplementadas com a-MEM + 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 pg/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) e incubadas a 37°C
em atmosfera umida contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Apos 3 dias, as
células foram tripsinizadas, contadas e utilizadas para a realizacao dos experimentos

(cultura primaria).

4.4 Diferenciacdo de Osteoclastos em Culturas de Células da Medula Ossea
(BMC)

As células da medula 6ssea (BMC, do inglés Bone Marrow Cells) foram obtidas
a partir da técnica de flush de ossos longos (fémur e tibia de camundongos de 6
semanas de idade). Apos o corte das epifises, uma seringa contendo meio a-MEM +
10% de soro fetal bovino, penicilina (100ug/mL) e estreptomicina (100ug/mL)
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) é introduzida no canal medular para liberar as
células. Este meio, contendo as células da medula 6ssea, foi entdo recolhido e
centrifugado a 1000 rpm (Sorvall™ ST 8) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionou-se
agua e PBS 10x estéreis e gelados, repetindo as condi¢cdes de centrifugacao. As
células obtidas no novo precipitado foram semeadas (n = 4 pog¢os por grupo) em
placas de 48 pocos contendo a-MEM/10% de FBS (do inglés, Fetal Bovine Serum) e
incubadas overnight. As células foram entdo cultivadas no mesmo meio com ou sem
LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL), paratorménio (PTH) ou vitamina D3 1,25(OH)2
(ambos a 10® M) (R&D Systems, Abingdon, UK), por 7 a 9 dias. As células foram
fixadas em paraformaldeido 4% tamponado com PBS pH 7,4 (Gibco, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) e coradas para TRAP (fosfatase &cida resistente ao
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tartarato) de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA). Células com coloragdo TRAP e contendo trés ou mais nucleos foram
consideradas osteoclastos e o numero de osteoclastos multinucleados TRAP-
positivos (TRAP + MuOCL) foi contado.

4.5 Diferenciacdo de Osteoclastos em Culturas de Macrofagos Derivados da
Medula Ossea (BMM)

Células da medula 6ssea de camundongos de 6 a 12 semanas de idade foram
isoladas (flush de ossos longos, conforme descrito anteriormente) e incubadas na
presenca de M-CSF (30 ng/mL) por 3 dias em placas de cultura, nas quais células
estromais e linfoides ndo conseguem aderir, como descrito anteriormente por
Granholm 20072 e Takeshita 2000%. As células aderentes ao fundo das placas foram
desprendidas mecanicamente com o auxilio de um raspador de células (cell scraper)
e utilizadas como macréfagos derivados da medula 6ssea (BMM). As células BMM
foram semeadas (n = 4 pocos por grupo) em placas de 96 pocos e incubadas em M-
CSF (30 ng/mL) ou M-CSF + RANKL (30 ng/mL + 4 ng/mL) com ou sem LIF (100
ng/mL) ou OSM (100 ng/mL) (R&D Systems, Abingdon, UK). Células com coloragéo
positiva para TRAP e contendo trés ou mais nucleos foram consideradas osteoclastos

e 0 numero de TRAP + MuOCL foi contado.

4.6 Células Estromais

As células ST-2 (Riken BRC Cell Bank) foram semeadas (n = 4 pocos por
grupo) em placas de multiplos pocos e incubadas em a-MEM/10% de FBS overnight.
Apo6s a incubacdo, meio com e sem LIF (100 ng/mL) ou OSM (100 ng/mL) foi
adicionado e as células incubadas por 24 h para posterior analise da expressao

génica.
4.7 Silenciamento em Osteoblastos
As células foram semeadas (n = 4 pocos por grupo) na densidade de 2x10° por

poco, em placa de 48 pocos em meio a-MEM contendo 10% de soro fetal bovino,

penicilina (100 ug/mL) e estreptomicina (100 ug/mL). Vinte e quatro horas apds serem
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semeadas, iniciou-se o protocolo de silenciamento de Osmr, Lifr, 116st, Sch ou Stat3
utiizando o reagente lipofectamina RNAIMAX, de acordo com o protocolo do
fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) e 30 nM do siRNA apropriado, listado
na Tabela 1. O siRNA e a lipofectamina foram diluidos em meio Opti-MEM (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e misturados na propor¢ao de 1:1. A
mistura foi homogeneizada lentamente e incubada por 15 minutos em temperatura
ambiente antes de ser adicionada aos pocos. Esse procedimento foi repetido apos 48
horas. Células tratadas com uma sequéncia aleatéria (sSiISCR) serviram como controle.
48 horas ap6s o segundo silenciamento, estas células foram expostas ao veiculo (a-
MEM/10% FBS), LIF (100 ng/ml) ou OSM (100 ng/ml). Ao final do tratamento, RNA ou
proteina foram extraidas. Em alguns experimentos os osteoblastos foram co-

cultivados com BMMs.

Tabela 1 — Informacdes sobre os siRNAs (Applied Biosystems) utilizados no protocolo de

silenciamento

Gene Alvo RefSeq ID Assay

IL6st NM_010560.3 68298

NM_00111338

LIFR 6.1 $69223
NM_013584.2
OSMR NM_011019.3 s71149

NM_00111333

SHC1 1.2 s73682
NM_011368.5
NM_011486.4

STAT3 NM_213659.2 s74451
NM_213660.2

Controle Negativo - AM4635

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.8 Co-culturas de Osteoblastos e Macrofagos da Medula Ossea (BMM)

Apobs o silenciamento de Shcl ou Stat3 em osteoblastos, 2x10* BMMs foram
adicionadas a cada poco em placas de 96 pocos contendo osteoblastos (n = 4 pogos
por grupo). As co-culturas foram expostas ao veiculo ou OSM (100 ng/mL) e apos 3
dias, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado com PBS pH 7,4
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e coradas para TRAP. O
namero de células multinucleadas TRAP* foi contado em cada poco, em microscopio
invertido (Optka, Ponteranica, BG, ITA), por um examinador calibrado cego para 0s

grupos de tratamento.

4.9 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando kits comercialmente disponiveis (Ambion ou
Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. Para o PCR quantitativo o RNA foi
extraido de um unico poco de cultura celular, ou de ossos individuais. Para o PCR
semi-quantitativo, o RNA foi extraido de 3 pocos e misturado (pool) por grupo de
tratamento. O RNA foi quantificado em placa para microvolumes Take3 utilizando o
Espectrofotdmetro de Microplacas Epoch e o software Gen5 (Biotek, Winooski, VT,
EUA). A qualidade do RNA foi verificada através da razdo 260/280 < 2. 100 ng de
cada amostra foi utilizado na sintese de cDNA (DNA complementar sintetizado a partir
de uma molécula de RNA mensageiro) seguindo o protocolo do fabricante do kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

4.10 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) — Semi Quantitativo

As analises de reacao em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando um
protocolo padrdo. As condi¢cdes da reacao foram: desnaturacdo a 94°C por 2 min,
anelamento por 40 s e alongamento a 72°C por 60 s; nos ciclos subsequentes, a
desnaturacao foi realizada a 94°C por 40 s. As condi¢cbes de reacédo para OPG e
RANKL foram as seguintes: desnaturacao a 94°C por 35 s, anelamento a 65°C por 35
s e alongamento a 72°C por 60 s por 10 ciclos. Nos ciclos subsequentes, a
temperatura de anelamento do primer foi reduzida gradualmente em 5°C a cada 5

ciclos de 65 para 45°C. As expressfes dos genes alvo foram comparadas na fase
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logaritmica da rea¢do PCR. Os produtos de PCR foram fracionados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% e visualizados usando brometo de etidio. A sequéncia de
primers e sondas e temperatura de anelamento utilizadas estao descritas no Apéndice
A.

4.11 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) — Quantitativo

A anadlise quantitativa da PCR foi realizada utilizando a Cinética TagMan. Em
cada reacdo, o cDNA foi amplificado utilizando o kit TagMan Universal PCR Master
Mix, 300 nmol/L de cada primer e 100 nmol/L de sonda em um Sistema de Detecc¢ao
de Sequéncia ABI Prism 7900 HT (Applied Biosystems, Cidade de Foster, CA, EUA)
(Apéndice A) ou Tagman Assays (Tabela 2) e Tagman Fast Advance Master Mix
utilizando StepOnePlus Real-Time PCR System. Gapdh (para BMM) ou B-actina ou
36B4 (para BMC e osteoblastos da calvaria) foram usados como padrao interno para
corrigir diferencas nas concentragdes iniciais de mRNA

Tabela 2 — Tagman Assays (Applied Biosystems) utilizados na deteccdo dos genes alvo

Gene Alvo RefSeq ID Assay

IL6st NM_010560.3 MmO00439665_m1

NM_00111338

LIFR 6.1 MmO00442942_m1
NM_013584.2

OSMR NM_011019.3 MmO01307326_m1
NM_011486.4

STAT3 NM_213659.2 MmO01219775_m1
NM_213660.2

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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4.12 Anélise Proteica de RANKL e OPG

Os niveis proteicos de RANKL e OPG nos ossos da calvaria (n=6 0ssos por
grupo) foram analisados utilizando kits ELISA disponiveis no mercado (R&D Systems,
Abingdon, UK). Células da calvaria foram lisadas com Triton X-100 a 0,2% e as

amostras extraidas foram analisadas seguindo o protocolo do fabricante.

4.13 Lisado Celular

Os osteoblastos da calvaria foram semeados (n = 4 pogos por grupo) em placas
de 60 cm? a uma densidade de 2x10* células/cm?. Apds 3 dias de cultura com uma
troca de meio, as células foram incubadas na auséncia (controle) ou presenca das
substancias teste (LIF ou OSM; 100 ng/ml) por diferentes periodos de tempo.
Seguindo a incubagéo, as células foram lavadas duas vezes em PBS pH 7,4 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) antes da adicao de tampéo de lise (1%
Igepal CA-630, 0,1% SDS 2 mM EDTA, 50 mM de NaF, 0,1 mg/mL de PMSF (Fluoreto
de fenilmetilsulfonil), 10 ug/mL de leupeptina, 10ug/mL de pepstatina A, em PBS pH
7,4). As placas foram mantidas em gelo por 15 min, seguido por raspagem e coleta
dos lisados celulares. Antes de usar no Western blot, os lisados celulares foram
concentrados usando filtro de centrifugacdo Microcon, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo de proteina dos lisados celulares foi

medida usando o método BCA com albumina bovina como padréo.

4.14 Western Blot

Quantidades equivalentes de proteina (Tabela 3) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) Bis-Tris a 4-12% (Bolt, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) em tampao Bolt MES SDS Running Buffer (1X) e
transferidas para membranas de nitrocelulose segundo protocolo do iBlot Dry Blotting
System (iBlot, Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

As membranas foram bloqueadas em solug¢ao de BSA (Bovine Serum Albumin)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA) a 5% em tampéao TBST (2,4 g de Tris base,
8,8 g de NacCl; 0,05% de Tween 20) pH 7,4 por 1 hora e incubadas overnight em
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geladeira (2-8°C) com seus respectivos anticorpos primarios. Uma série de 3 lavagens
de 10 min em TBST pH 7,4 foi entdo realizada para posterior incubacdo com os
anticorpos secundarios (temperatura ambiente) por 1 hora, seguida por novas
lavagens com TBST. As bandas foram reveladas utilizando um kit de deteccdo de
guimiluminescéncia de acordo com o protocolo do fabricante. As especificacfes dos

anticorpos e diluigdes utilizadas estao descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Anticorpos e condi¢des utilizadas na analise por western blot

Proteina

o Residuo o ) Tamanho

Especificidade ) Marca Cat. Diluicdo  Diluente carregada
fosforilado da banda
no gel
Mouse IgG - Santa Cruz sc-2005 1:5000 BSA 1% - -
Rabbit IgG - Santa Cruz  sc-2004 1:5000 BSA 1% - -
Goat IgG - Santa Cruz sc-2768 1:5000 BSA 1% - -
ERK1 (C-16) - Santa Cruz sc-93 1:100 BSA 1% 3 g 44kDa
p-ERK (E-4) Tyr 204 Santa Cruz sc-7383 1:100 BSA 1% 3 ug 42/44kDa
pSHC (Y427) Tyr 427 Abcam abh68166 1:1000 BSA 1% 4 g 66/?326/146k
E)YS7'I;)§')I'3 Tyr 705 Abcam ab76315 1:10000 BSA 1% 3 ug 88 kDa
SHC (H-108) - Santa Cruz sc-1695 1:100 BSA 1% 4 ug 66{(":"32;46
STAT3 (9D8) - Abcam ab119352 1:1000 BSA 1% 3 ug 86/91 kDa
Vinculin
- . 0,

(SPM227) Abcam Ab18058 1:1000 BSA 1% 3 Hg 124kDa
B-actin (1-19) - Santa Cruz sc-1616 1:5000 BSA 1% 3 ug 42kDa

Fonte: Elaboracgéo propria.

4.15 Anélise Estatistica

A diferenca estatistica foi determinada por ANOVA utilizando o Teste de Levene
e Dunnett (bilateral), complementado pelo teste post hoc de Tukey ou Dunnett.
Quando comparados dois grupos, o teste nao paramétrico Mann-Whitney U, ou teste
t de Student (bilateral), foram utilizados, quando aplicavel. P valor < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante. As diferencas estatisticas sao
apresentadas como: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0.001. Os dados sdo apresentados

como média dos valores + SEM. Os valores numéricos S8o expressos como uma
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porcentagem do controle ndo tratado, com o controle representado como 100%.
Foram utilizados 4 pocos ou 6 ossos (liberacdo de 4°Ca) por tratamento para cada
grupo e os experimentos foram repetidos utilizando a mesma metodologia de 2 a 3

vezes com resultados similares.
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5 RESULTADOS

5.1. Ativacao de ERK em Osteoblastos da Calvaria

O tratamento de osteoblastos da calvaria com OSM (100 ng/mL) leva a uma
ativacao robusta e tempo-dependente da MAP quinase ERK (Figura 4). Em contraste,
o tratamento com LIF (100 ng/mL) ndo afeta a fosforilagdo de ERK ou p38. Os niveis
totais de proteina de p38, JNK e ERK nao foram alterados em ambos os tratamentos.
Esse efeito sugere diferentes sinalizacbes downstream aos receptores de OSM e LIF

em calvarias de osteoblastos.

Figura 4 — Fosforilagdo de MAP quinases induzida por LIF e OSM
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Avaliacdo da fosforilacdo de MAP quinases induzida por LIF e OSM. Osteoblastos da calvaria
foram cultivados na auséncia (Co) ou presenca de LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL), por 15 e
30 minutos, seguido de lise celular para a analise por Western Blot da fosforilagdo de ERK,
JNK e p38. Actina foi utilizada como controle interno.

Fonte: Persson?2

5.2 Expressao Génica e Fosforilacdo de STAT3 em Osteoblastos da Calvaria
O tratamento de osteoblastos da calvaria com OSM (100 ng/ml) aumenta a

expressao génica de Stat3 em contraste ao tratamento com LIF (Figura 5A). A analise
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por western blot mostra que a fosforilagdo de STAT3 é maior apds o tratamento com
OSM quando comparado a LIF (Figura 5B). Os resultados indicam que, assim como
observado para ERK, OSM é uma potente indutora da fosforilagdo de STATS.

Figura 5 — Efeito de LIF e OSM na expressao génica e fosforilacdo de STAT3
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STAT3 é expressa e ativada por LIF e OSM de forma distinta. Osteoblastos da calvaria foram
cultivados na auséncia (Co) ou presenca de LIF e OSM (ambos 100 ng/mL) por 48 h para
avaliar a expressao génica de Stat3 por RT-gPCR (A) ou por 15 e 30 minutos para avaliar a
fosforilagdo de STAT3 por Western Blot (B). Os valores em (A) representam a média de quatro
pocos e o erro padréo (SEM) é indicado por barras verticais. A diferenca estatistica comparada
as células nao tratadas (Co) esta definida por ***P < 0,001 analisado por one-way ANOVA
seguido pela comparagéo multipla de Dunnett vs Co.

Fonte: Persson?2

5.3 Ativacao da Proteina Adaptadora Shcl Induzida por OSM em Osteoblastos

da Calvaria

Em vista das diferencas observadas na ativacdo de MAPK e STAT3 em
osteoblastos da calvaria tratados com OSM e LIF, e sabendo que o recrutamento da
proteina adaptadora Shcl foi descrita apenas por OSM em outros tipos de células,
analisamos a influéncia de Shcl na robusta fosforilagdo de ERK e STAT3 induzida
por OSM em osteoblastos.

Osteoblastos da calvaria expressam Shcl e o tratamento com OSM (100 ng/ml)
estimula a sua expressao (Figura 6A). As trés isoformas descritas da proteina Shcl,

p46 kDa, p52 kDa e p66 kDa foram expressas por osteoblastos e o tratamento com
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OSM promoveu a fosforilagéo de Shcl (Figura 6B). LIF ndo afetou a expresséo génica
nem a fosforilagdo de Shcl (Figuras 6A,B).

Para determinar a importancia de Shcl na fosforilagdo de STAT3 e ERK
induzida por OSM, a expressao de Shcl foi silenciada em osteoblastos da calvaria. A
eficacia do silenciamento é comprovada por uma reducdo de 97% da expressao
génica de Shcl nas células controle (Figura 6C). O silenciamento promoveu
significativa reducdo na expressdo génica de Shcl e na fosforilagdo da proteina
induzida por OMS (Figura 6D). Consequentemente a uma menor ativacao de Shcl, o
efeito da fosforilacdo de ERK e STAT3 induzido por OSM foi afetado (Figura 6D).

Uma vez estabelecida a forte fosforilacdo de STAT3 por OSM, o seu papel na
ativagdo de Shcl foi avaliado. Osteoblastos tratados com OSM (100 ng/mL)
apresentaram aumento na expressao génica de Stat3 (Figura 6E). O Silenciamento
de Stat3 € evidenciado por uma reducdo de 80% em sua expressdao em células
controle, e diminui significativamente o efeito de OSM (Figura 6E). A niveis proteicos,
o silenciamento de Stat3, como esperado, resulta em uma menor fosforilagdo de
STAT3 induzida por OSM, mas nao afeta a fosforilacdo de Shcl (Figura 6F), indicando

que a ativacéo de Shcl é anterior (upstream) a STATS3.
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Figura 6 — Ativacdo da proteina adaptadora Shcl em osteoblastos da calvaria
A B C

15 min 30 min 140 -

-
=)
o

-
@
o

— 66 kDa
52 kD:

"‘I--JLHH-lZmKD;

s BEH BEE G

120
pShc1

-
N
o

100 A

-
N
o

80 4

-
o
S

Shc1/Actb mRNA (% do controle
She1/Actb mRNA (% do controle

80 Vinculin ‘ - - . ‘ ——— - 124kDa 60
60 pShe1/Vinculin 058 0.60 1.12 0.45 0.47 0.95 40 4
40 RS &
20 CEE &S 20 1
0 0 4
Co LIF OsM Co OSM Co OSM
siSCR siShc1
E F
D 350 1 - - W | — 68 kDa
— pShect ees | 52kDa
o 300 4 e m— = === T 46kDa
pShci B Shei — 66 kDa
€ [ - —
8 250 | 10 —a
o -
Shet § 200 pSTAT3 ‘ — « |— 88kDa
R ol <
pSTAT3 l - W |—ssk0a 2 450 | STAT3 - |— 88 kpa
— E
sTAT: [ W W W |— s g 10 Actin ra— -
p S 50
—— 42 kDa 71 o $ ° $
— 44kDa o o ¢o
ERK - - 0
Co OSM Co OSM siSCR siStat3
siSCR siStat3

|

Actin — 42kDa

Ay
Sty

siSCR siShc1

OSM induz a fosforilacdo de STAT3 e ERK através da ativacao de Shcl. (A) Osteoblastos da
calvaria foram cultivados na auséncia (Co) ou presenca de LIF e OSM (ambos 100 ng/mL)
por 24 h para avaliar a expresséo génica de Shcl por RT-gPCR. (B) Células expostas a LIF
ou OSM (ambos 100 ng/mL) por 15 e 30 minutos foram lisadas para avaliacdo da fosforilagéo
de Shcl por Western Blot. As bandas foram quantificadas e normalizadas por vinculina. (C)
Osteoblastos de calvaria que tiveram o gene Shcl silenciado por micro RNA de interferéncia
(siRNA) e células controle expostas a uma sequéncia aleatdria (Scr) foram expostos a OSM
(100 ng/ml) ou veiculo (Co) por 24h antes da extracdo de RNA e andlise da expresséo de
Shcl por RT-gPCR. (D) Osteoblastos de calvaria que tiveram o gene Shcl silenciado por
micro RNA de interferéncia (siRNA) e células controle expostas a uma sequéncia aleatoria
(Scr) foram tratadas com OSM (100 ng/ml) ou veiculo (Co) por 15 minutos para a analise da
fosforilagéo de Shcl, ERK e STAT3. (E) O gene Stat3 foi silenciado em osteoblastos tratados
com OSM (100ng/ml) ou veiculo (Co) por 24h para a andlise da expressao de Stat3 por RT-
gPCR. (F) Andlise do silenciamento de Stat3 na fosforilagdo de STAT3 e Shcl em
osteoblastos tratados com OSM (100 ng/mL) por 15 minutos. (A, C, E) Os valores representam
a média de quatro pocos e o erro padrdo (SEM) € indicado por barras verticais. (A) As
diferencas estatisticas comparadas as células ndo tratadas (Co) em cada time point é definida
por *** p <0,001; analisada por one-way ANOVA seguido do teste post hoc de Dunnett. (C, E)
As diferencas estatisticas sdo indicadas por linhas horizontais onde *** p <0,001 two-way
ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. A diferenca entre a resposta induzida por OSM
com e sem silenciamento analisada por two-way ANOVA foi estatisticamente significante [p
valor da interacdo em C (p <0,005) e em E (p < 0,0001)]. OSM nao teve efeito estatisticamente
significante (p < 0,05) na expressdo de mRNA de Shcl ou Stat3 em células que foram
silenciadas para Shcl ou Stat3, respectivamente (C,E).

Fonte: Persson 201942
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5.4 Expresséo de RANKL e Osteoclastogénese

Em seguida avaliamos o papel da ativacdo das vias Shcl-ERK e STAT3 na
expressdo de RANKL mediada por OSM. O silenciamento de Shcl reduz
significantemente o efeito de OSM sobre o aumento da expressao de Tnfs11l (RANKL)
(Figura 7A). A formacdo de osteoclastos, induzida por OSM, em co-culturas de
osteoblastos da calvaria e BMM foi reduzida pelo silenciamento de Shcl (7B-C). O
silenciamento de Stat3 também resultou em uma menor expressao de Tnfs1l induzida
por OSM (7D) e suprimiu a formacéo de osteoclastos em co-culturas de osteoblastos
e BMM (7E-F).
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Figura 7 — Ativacdo de STAT3 e da proteina adaptadora Shcl por OSM é crucial para a

expressdo de RANKL e osteoclastogénese
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A expressado de RANKL em osteoblastos e a osteoclastogénese em co-cultura de osteoblastos
e BMM induzida por OSM é dependente de Shcl e STAT3. Osteoblastos em que o gene (A)
Shcl e (D) Stat3 foi silenciado e tratados com OSM (100 ng/mL) ou veiculo (Co) para analise
da expresséao de Tnfs1ll por RT-gPCR. Osteoblastos em que o gene (B-C) Shcl e (D-E) Stat3
foi silenciado e tratados com OSM (100 ng/mL) ou veiculo (Co) foram co-cultivados com BMM
por 3 dias para coloracdo TRAP e contagem das células TRAP* multinucleadas. (A, C, D, F).
Os valores representam a média de quatro pocos e o erro padrao (SEM) é indicado por barras
verticais. As diferencas estatisticas sdo indicadas por linhas horizontais onde ** p <0,01; *** p
<0,001; analisado por two-way ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. A diferenca entre
a resposta induzida por OSM com e sem silenciamento analisada por two-way ANOVA foi
estatisticamente significante [p valor da interacdo em A (p <0,0001), C (p < 0,005), D (p <
0,0001) e F (p < 0,0001)]. Barra de escala em (B-E) 50 pm.

Fonte: Persson?2
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5.5 Liberacdo de #°Ca e Expressdo de RANKL Induzida por OSM em Ossos e
Osteoblastos da Calvaria

Uma vez observado que o OSM mas ndo LIF ativa uma via de sinalizacao
dependente de Shcl, avaliamos a relevancia dessa diferenca na reabsorcéo 0ssea,
expressao de RANK e osteoclastogénese. Ambos OSM e LIF estimularam reabsorcéo
6ssea, analisada pela liberacdo de 4°Ca em ossos da calvaria de camundongos
recém-nascidos, de forma concentracdo-dependente, sendo o efeito de OSM mais
potente (Figura 8A).

Em ossos da calvaria, o tratamento com OSM e LIF, o ultimo de forma mais
discreta, aumenta a expresséo de Tnfs1l (Figura 8B) o que corrobora com o resultado
do aumento dos niveis proteicos de RANKL (Figura 8C).

Osteoblastos da calvaria respondem a OSM e LIF (ambos 100 ng/mL) com o
aumento da expresséo de Tnfs1ll, sendo OSM claramente mais efetiva (Figura 8D). A
diferenca entre o efeito de OSM e LIF na expresséo de Tnfsll pode ser observada
em diversas concentracfes (Figura 8E), o que parece nado estar relacionado a
diferencas na expresséo dos receptores, como analisado pela expressdo de Osmr e
Lifr. (Figura 8F).

Células estromais ST-2 expressam mRNA para lI6st, Lifr e Osmr (Figura 8G) e
respondem a OSM com um aumento robusto da expressao de Tnfsll, enquanto LIF

nao possui efeito significativo (Figura 8H).
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Figura 8 — Efeito de OSM sobre a liberacdo de “°Ca e expressao de RANKL em 0ssos e

osteoblastos de calvaria
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OSM estimula a reabsorcdo 6ssea e producdo de RANKL em o0ssos e osteoblastos da
calvaria, e em células estromais. (A) Ossos da calvaria foram cultivados na presenca ou
auséncia de OSM (ambos 0,1-100 ng/ml) e a reabsor¢do 0ssea avaliada pela liberagdo de
45Ca ap6s 5 dias de cultura. (B) Expressao de Tnfsll em ossos da calvaria apds 24h de
tratamento com LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL), avaliada por RT-gPCR. (C) Analise da
expressao proteica de RANKL apdés 48h de tratamento com LIF ou OSM em o0ssos da calvaria.

(D) Osteoblastos da calvaria incubados na auséncia (Co) ou presencga de LIF ou OSM (ambos
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100 ng/mL) por 48h para andlise da expressdo de Tnfsll por RT-qPCR. (E) Expresséo de
Tnfsll em osteoblastos da calvaria tratados com LIF e OSM em diferentes concentragdes.
(ambos 0,1-100 ng/ml). (F) Expresséao de Osmr e Lifr em osteoblastos em diferentes tempos.
(G) Expressao de llI6st, Osmr e Lifr em células estromais ST-2 por RT-PCR. (H) Expressao de
Tnfsll em células estromais ST-2 tratadas por 48h com LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL). Os
valores representam a média de seis 0ss0s (0sso0s da calvaria) ou quatro pogos (experimentos
de cultura celular) e o erro padrao (SEM) é indicado por barras verticais. *, **, e *** indicam a
diferenca estatistica comparada as células nao tratadas (Co), *p < 0,05, **p < 0,01, e ***p <
0,001, respectivamente. A diferenca estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de
homogeinidade de Levene’s seguido pelo teste post hoc de Dunnett vs Co. Em (F), O teste
post hoc de Tukey foi usado para comparar todos os grupos e nenhuma diferenca estatistica
foi observada.

Fonte: Persson 201942

5.6 Diferenciacao de Osteoclastos e Expressao de RANKL Induzida por OSM em
BMC

Adicdo de OSM (100 ng/mL) por 7 dias a cultura de células da medula 6ssea
(BMC) estimulou significativamente a formacdo de células multinucleadas TRAP*
(Figuras 9A,B). O efeito de OSM foi mais proeminente do que o horménio da
paratireoide (PHT) e vitamina D3 1,25(0OH)2 em suas concentracdes de eficacia
maxima (Figuras 9A,B).

OSM (100 ng/ml) também aumenta a expressao de marcadores fenotipicos de
osteoclastos Ctsk (catepsina K), Acp5 (TRAP, fosfatase acida resistente ao tartarato)
e Calcr (receptor de calcitonina), de forma mais efetiva do que LIF (100 ng/mL)
(Figuras 9C-E).

OSM aumenta a expressao de Tnfsll em culturas de BMC mas nédo afeta
Tnfsllb (Figuras 9F,G). N&o foram observados efeitos significativos de LIF na
expresséo de Tnfsll e Tnfsllb em culturas de BMC (Figuras 9F,G).
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Figura 9 — Efeito de OSM sobre a expressdo de RANKL e diferenciacdo de osteoclastos em

cultura de BMC.
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OSM, mas nao LIF, estimula a osteoclastogénese em culturas de células da medula 6ssea.

BMC foram cultivadas na auséncia (Co) ou presenca de LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL), PHT

ou vitamina D3 1,25(0H), (ambos a 10 M) por 7 dias antes da (A) coloragdo e (B) contagem

de osteoclastos multinucleados TRAP*. RT-gPCR avaliando a expresséo de catepsina K
(Ctsk, C), TRAP (Acp5, D), receptor de calcitonina (Calcr, E), RANKL (Tnfsll, F) e OPG
(Tnfsllb, G) em culturas de BMC tratadas com OSM ou LIF (100 ng/mL) por 7 dias. Os valores

representam a média de quatro po¢os e o erro padrao (SEM) é indicado por barras verticais.

*** indica a diferenca estatistica comparada as células néo tratadas (Co), ***p < 0,001. A

diferenca estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de homogeinidade de

Levene’s seguido pelo teste bilateral de Dunnett. (B-F), ou teste post hoc de Dunnett (G).

Fonte: Persson 201942
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5.7 Efeito Direto de OSM e LIF Sobre a Osteoclastogénese

A andlise das culturas de BMM revelou que OSM e LIF ndo induzem a formacéao
de osteoclastos multinucleados TRAP positivos (Figura 10A). A osteoclastogénese
também néo foi afetada por OSM e LIF em BMM estimulados por M-CSF e RANKL
(Figuras 10A, B). Em BMM estimulados com M-CSF e MCSF+RANKL néo foi
detectada a expressdo de Osmr, apenas de ll6st (gpl30) e Lifr (Figura 10C). A
diferenciacéo induzida por RANKL, como demonstrado pelo aumento da expressao
de Acp5 (TRAP), ndo afetou a expressao de ll6st, mas reduziu a expressao de Lifr
(Figura 10C).
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Figura 10 — OSM e LIF ndo possuem efeito direto sobre a osteoclastogénese
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OSM e LIF ndo induzem a formacao de osteoclastos em cultura de macréfagos derivados da
medula 0ssea. (A,B) BMMs foram cultivadas em M-CSF (30 ng/mL) ou diferenciadas em
osteoclastos pela adicdo de M-CSF + RANKL (30 ng/mL e 4 ng/mL, respectivamente) na
presenca ou auséncia de LIF ou OSM (ambos 100 ng/mL) antes de serem coradas para
TRAP. As células TRAP* multinucleadas foram contadas. (C) Expresséao de ll6st, Lifr e Acp5
em BMM cultivadas por 72h com M-CSF (30 ng/mL) ou M-CSF + RANKL (30 ng/mL e 4 ng/mL,
respectivamente). Os valores representam a média de quatro pogos e o erro padréo (SEM) é
indicado por barras verticais. Em (C) ***, indica a diferenca estatistica comparada as células
tratadas com M-CSF (M), p < 0,001. Em (B) a diferenca estatistica foi determinada por one-
way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey e em (C) o teste t de Student foi usado
para a comparacao ente os grupos M e M+R para cada gene.

Fonte: Persson 20194*
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6 DISCUSSAO

Os resultados desse estudo indicam que OSM, comparado a LIF, € um indutor
mais potente da reabsorcdo O0ssea em 0ssos da calvaria de camundongos e da
diferenciacdo de osteoclastos em culturas de células da medula 60ssea. Em
macrofagos derivados da medula éssea, OSM ndo induziu a formacdo de
osteoclastos, nem afetou a osteoclastogénese em células (BMM) previamente
expostas a M-CSF + RANKL, evidenciando seu efeito indireto, mediado por
osteoblastos/células estromais, dado principalmente pelo aumento da expressdo de
RANKL em osteoblastos, ao invés de efeitos diretos em células progenitoras de
osteoclastos. Em um experimento comparando os efeitos das citocinas da familia
gpl130, Tamura et alP* descreve o efeito de LIF na estimulacdo da formacgdo de
osteoclastos em co-culturas de osteoblastos e células da medula 6ssea como menos
potente do que OSM. De fato, outros estudos que avaliam a acdo dessas duas
citocinas em diversos tipos celulares relatam uma poténcia elevada de OSM em
relacdo a LIF®>-58, Nesse estudo nao foi observado diferenca na expressdo de Osmr e
Lifr em osteoblastos que justifigue a maior formacdo de osteoclastos induzida por
OSM e, portanto, esse efeito dificilmente esta vinculado a uma diferenca no nimero
de receptores e sim em diferengas na sinalizagdo downstream a estes.

Em osteoblastos da calvaria de camundongos, OSM foi um indutor mais
potente do que LIF da fosforilagdo de JNK e ERK. Igualmente, Walker et al?’
demonstrou que OSM ativa ERK de forma mais robusta do que LIF em cultura de
osteoblastos primarios. Esse efeito sugere, novamente, diferentes sinalizages
downstream aos receptores de OSM e LIF. A ativacdo da sinalizacdo JAK/STAT é
caracteristica a complexos que utilizam gp1304°. Foi descrita anteriormente a ativagédo
de STATL1, STAT3 e STATS5 induzida por OSM e LIF em osteoblastos, sendo que a
sinalizacéo via OSMR resulta em uma maior ativacdo desses fatores de transcricdo?’.
Em acordo com esses dados, no presente estudo foi observado que OSM é uma
potente indutora da fosforilacdo de STAT3 comparada a LIF. Esse resultado pode ser
uma explicacdo para OSM ser mais potente no aumento da expressao génica e
proteica de RANKL.

O recrutamento da proteina adaptadora Shcl para a subunidade OSMR pode
ser o motivo para OSM ser um ativador da sinalizacdo JAK/STAT e MAPK mais
potente do que LIF, jA que Shcl ndo é recrutada para o complexo LIFR:gp130%°.

Nesse estudo € descrito, pela primeira vez, que Shcl é expressa em osteoblastos e



41

gue OSM, mas néo LIF, aumenta a expressdo de Shcl, bem como a sua fosforilagéo.
O silenciamento dessa proteina reduz significativamente a ativacdo de STAT3 e ERK
induzida por OSM. No entanto, o silenciamento de Stat3 em osteoblastos nao afetou
a fosforilagcdo de Shcl, indicando que STAT3 atua downstream a Shcl. Um estudo
recente em células de cancer de mama também descreve Shcl upstream a STAT313,
Esses resultados reafirmam a participacdo de STAT3 na cascata de sinalizacdo que
ocorre ap0s a ativacdo dos receptores de OSM e LIF.

O mecanismo pelo qual OSM induz a expressao de Tnfsll e a formacao de
osteoclastos é dependente do recrutamento de Shcl por OSMR, dado que o
silenciamento dessa proteina reduz esse efeito. O silenciamento de Stat3 também
resultou em uma menor expresséo de Tnfsll induzida por OSM e suprimiu a formacgao
de osteoclastos em co-culturas de osteoblastos e BMM, indicando dependéncia a
expressao de Stat3.

Os resultados demonstram que OSM é mais potente do que LIF na indugéo de
reabsorcdo éssea em 0ssos da calvaria e formacdo de osteoclastos em cultura de
células da medula 6ssea. O mecanismo envolvido € um aumento da fosforilacdo de
STAT3 e JNK por OSM e sua habilidade de, diferentemente de LIF, ativar ERK,
resultando em um grande estimulo da expressao de RANKL por osteoblastos/células
estromais. No presente estudo, apresentamos o recrutamento da proteina adaptadora
Shcl ao heterodimero OSMR:gp130, ausente ao complexo gpl30:LIFR, como peca
chave na sinalizacao responsavel pelos potentes efeitos de OSM.

Do ponto de vista clinico, Shcl pode ser um mecanismo para a reduzir a perda
0ssea mediada por OSM em doencgas inflamatérias, como a evidenciada na doenca
periodontal, em que ha um aumento nos niveis séricos de OSM em pacientes com
periodontite®®. No entanto, a letalidade embrionaria precoce de embrides Shcl”-5°

dificulta a sua caracterizacao in vivo.
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos mostram o recrutamento da proteina adaptadora Shcl para
a subunidade OSMR, resultando em ativagdo robusta induzida por OSM da
sinalizacdo ERK/STAT3 e aumento da expressdo de RANKL, comparada a
sinalizacdo mediada por LIFR.

O silenciamento de Shcl reduziu a expressao de STAT3 e RANKL estimulada
por OSM, mas o silenciamento de Stat3 ndo afetou a fosforilagdo de Shcl,
estabelecendo STAT3 downstream ao recrutamento de Shcl por OSMR. Este
mecanismo explica os diferentes efeitos entre OSM e LIF na osteoclastogénese e
reabsorcéo 0ssea. As diferencas na sinalizacdo entre OSMR e LIFR estdo propostas
na Figura 11.

Figura 11 — Representagdo esquematica da via de sinalizagdo dos receptores de OSM

e LIF em osteoblastos.
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Sinalizacdo via LIFR/OSMR induzida pela fosforilagdo do transdutor de sinal gp130,
mediada por JAK, envolve a ativacdo de STAT3 e JNK através de uma possivel cascata
SHp2/Ras/Raf/MAPK (Esquerda). Além da via mediada por gp130, comum a LIFR e OSMR,
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o receptor de OSM recruta a proteina adaptadora Shcl, também demonstrado em estudos
prévios 1943, Shcl ativa é recrutada ao complexoGrb2:S0S, o qual por sua vez induz a cascata
Ras/Raf/MAPK culminando na ativacao de ERK. A via mediada por Shcl (Direita) é proposta
como a responsavel pelos fortes efeitos de OSM na expresséao de fatores osteoclastogénicos,
formacdo de osteoclastos e reabsorcdo 6ssea, em comparacdo a ativagdo do complexo
LIFR:gp130 por LIF.

Fonte: Elaboragéo propria.
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APENDICE A - SEQUENCIA DE PRIMERS E SONDAS E TEMPERATURA DE
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ANELAMENTO (TA) UTILIZADOS PARA REACAO DE PCR (RT-PCR E qPCR).

Gene Alvo Sequencia 5e3 GenBank Pares de Base Ta
36B4 (qPCR) 649-710 BC_011106 62

Sense 5-CCCTGAAGTGCTCGACATCA-3’

Antisense 5-TGCGGACACCCTCCAGAA-3’

Probe VIC-AGAGCAGGCCCTGCACTCTCGC-TAMRA

Acp5 (qPCR) 771-847 BC019160 77

Sense 5'-CGACCATTGTTAGCCACATACG-3'

Antisense 5-TCGTCCTGAAGATACTGCAGGTT-3*

Probe VIC-CACTGCCTACCTGTGTGGACATGA-TAMRA

Acp5 (RT-PCR) 1072-1384 NM_007388 313 58

Sense

Antisense

Actb (qPCR)
Sense
Antisense

Probe

Ctsk (QPCR)
Sense
Antisense

Probe

Ctr (qPCR)
Sense
Antisense

Probe

Ctr (RT-PCR)
Sense

Antisense

5-AAATCACTCTTCAAGACCAG-3'
5-TTATTGAACAGCAGTGACAG-3*

471-563 M12481 93
5-GGACCTGACGGACTACCTCATG-3
5-TCTTTGATGTCACGCACGATTT-3'
VIC-CCTGACCGAGCGTGGCTACAGCTTC-TAMRA

606-695 NM_007802 90
5-ATATGTGGGCCAGGATGAAAGTT-3
5-TCGTTCCCCACAGGAATCTCT-3
VIC-CCACGGCAAAGGCAGCTAAATGCA-TAMRA

689-764 NM_007588 76
5-AGTTGCCCTCTTATGAAGGAGAAG-3’
5'-GGAGTGTCGTCCCAGCACAT-3
VIC-TCTGTACTGCAACCGCACCTGGGA-TAMRA

1483-1650 u185421 167
5-TGCTGGCTGAGTGCAGAAACC-3’
5-GGCCTTCACAGCCTTCAGGTAC-3'

64



51

Gene Alvo

Sequencia 5e3 GenBank Pares de Base Ta

Gapdh (RT-PCR)
Sense

Antisense

lI6st (RT-PCR)
Sense

Antisense

Lifr (RT-PCR)
Sense

Antisense

Osmr (RT-PCR)
Sense

Antisense

Shcl (gPCR)
Sense

Antisense

Tnfsllb (QPCR)
Sense
Antisense

Probe

Tnfsllb (RT-PCR)
Sense

Antisense

Tnfs1l (QPCR)
Sense
Antisense

Probe

Tnfs11 (RT-PCR)
Sense

Antisense

957-1223 M32599 267 57
5-ACTTTGTCAAGCTCATTTCC-3'
5-TGCAGCGAACTTTATTGATG-3

330-632 X62646 303 57
5-TCATCAACAGAACCCGTCC-3'
5-CCATACATGAAGTGCCATGC-3’

2595-2758 NM_013584 164 55
5-GCTGTCATTGTTGGCGTGG-3'
5-TTCATTTCCAATGTCTTAAGAGC-3’

2571-2990 NM_011019 420 57
5-GATGTACCCACTAAGCCGCC-3
5-GAGGACCGTTGAGGTCAAGC-3’

60-169 NM_011368.5 109 60
5-GGTCCTGGGGTGAAAGTT-3’
5-TGTTCATGTCCAGGGTCTCA-3’

845-958 U94331 114
5-AGCTGCTGAAGCTGTGGAA-3
5-GGTTCGAGTGGCCGAGAT-3'
VIC-CCAAGACATTGACCTCTGTGAAAGCA-TAMRA

428-1147 NM_008764 720
5-TGGAGATCGAATTCTGCTTG-3
5-TCAAGTGCTTGAGGGCATAC-3

606-680 AF053713 75
5-TGGAAGGCTCATGGTTGGAT-3
5-CATTGATGGTGAGGTGTGCAA-3’
VIC-AGGCTTGCCTCGCTGGGCCAG-TAMRA
929-1739 AF013170 810
5-GGTCGGGCAATTCTGAATT-3
5-GGGAATTACAAAGTGCACCAG-3
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