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Vasconcelos VHF. Efeito da Tanshinona-lla-sulfonato, um inibidor ectostérico da
catepsina k, na osteoclastogénese induzida por LPS [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A Tanshinona-lla-sulfonato (T06) é um derivado da Tanshinona IIA, substéncia
natural da Salvia miltiorrhiza (Danshen), uma erva utilizada na Medicina Tradicional
Chinesa. Essa classe de compostos emergiu recentemente como farmacos
promissores na reducao do fendtipo osteoporético. Tais compostos sdo capazes de
inibir especificamente a atividade colagenolitica da Catepsina K, enzima lisossomal
secretada pelos osteoclastos que participa da degradacado da fase organica da
matriz 6ssea, sem interferir na osteoclastogénese induzida por RANKL. Entretanto,
ainda nao foi investigado o efeito da TO6 sobre a diferenciacédo e atividade de
osteoclastos induzidos por lipopolissacarideo (LPS). O objetivo do presente trabalho
foi investigar o efeito da TO6 sobre a osteoclastogénese induzida por LPS in vitro.
Para isso, macrofagos foram obtidos de medula 6ssea (BMMs) de camundongos e a
viabilidade avaliada apds exposi¢ao a variadas concentragdes de tanshinona [0,25-
5uM], utilizando o ensaio de redugdo do MTT. As células foram estimuladas a
diferenciacdo com MCSF, RANKL e/ou LPS na presenga ou auséncia de T06 por 4
dias, em placa de 96 pocos. Sobre discos de osso, BMMs foram primadas com
RANKL e estimuladas com LPS na presenga ou auséncia de T06 [1uM]. As células
foram fotogradas em microscopia de campo claro, para contagem de células TRAP+,
e de fluorescéncia, para visualizagdo dos anéis de actina. O sobrenadante da cultura
foi coletado para quantificagdo de citocinas inflamatérias. Os resultados desse
trabalho mostraram que TO06 modulou positivamente a osteoclastogénese induzida
por LPS em placas de cultura, sendo esse resultado estatisticamente relevante
(p<0,05) nas concentragdes [2,5 e 0,5uM]. Osteclastos induzidos por LPS e tratados
com TO6 apresentaram anéis de actina normais. Em discos de o0sso, o tratamento
com T06 [1uM] aumentou significativamente a quantidade de células multinucleadas
TRAP+. A inducédo da osteoclastogénese com LPS aumentou os niveis de citocinas
inflamatorias (TNF, IL-6 e MCP-1), enquanto o tratamento com TO6 n&o interferiu
nesse mecanismo.

Palavras-chave: Osteoclastos. Catepsina k. Lipopolissacarideo.



Vasconcelos VHF. Effect of Tanshinone-lla-sulfonate, an ectosteric cathepsin k
inhibitor, on LPS-induced osteoclastogenesis [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Tanshinone lla sulfonic sodium (T06) is a derivative of Tanshinone IIA, a natural
substance from Salvia miltiorrhiza (Danshen), an herb used in traditional Chinese
Medicine. This class of compounds has recently emerged as promising drugs in
reducing the osteoporotic phenotype. Such compounds are able to specifically inhibit
the collagenolytic activity of Cathepsin K, a lysozyme secreted by osteoclasts that
participates in the degradation of the organic phase of the bone matrix, without
interfering with RANKL-induced osteoclastogenesis. However, the effect of TO6 on
lipopolysaccharide (LPS)-induced osteoclast differentiation and activity has not yet
been investigated. The aim of the present study was to investigate the effect of TO6
on LPS-induced osteoclastogenesis in vitro. To this end, bone marrow macrophages
(BMMs) were obtained from mice and viability assessed after exposure to varying
concentrations of tanshinone [0.25-5uM] using the MTT reduction assay. Cells were
stimulated to differentiation with MCSF, RANKL and/or LPS in the presence or
absence of TO6 for 4 days in a 96-well plate. On bone discs, BMMs were primed with
RANKL and stimulated with LPS in the presence or absence of T06 [1uM]. Cells
were photographed in brightfield microscopy, for counting TRAP+ cells, and
fluorescence microscopy, for visualization of actin rings. The culture supernatant was
collected for quantification of inflammatory cytokines. The results of this work showed
that TO6 positively modulated LPS-induced osteoclastogenesis in culture plates, and
this result was statistically relevant (p<0.05) at concentrations [2.5 and 0.5uM].
Osteclasts induced by LPS and treated with TO6 showed normal actin rings. In bone
discs, treatment with T06 [1uM] significantly increased the amount of TRAP+
multinucleated cells. Induction of osteoclastogenesis with LPS increased the levels of
inflammatory cytokines (TNF, IL-6 and MCP-1), while treatment with TO6 did not
interfere with this mechanism.

Keywords: Osteoclasts. Cathepsin k. Lipopolysaccharides
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1 INTRODUGCAO

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo mineralizado altamente vascular,
adaptado para suportar o corpo e prover alavancagem para os movimentos. A
homeostase Ossea € preservada a partir da comunicagdo e acgao conjunta das
células que compdem o tecido 6sseo. Osteoclastos, células que degradam osso a
partir da secrecado de acido e enzimas proteoliticas, como a catepsina k (CTSK), e
osteoblastos, células formadoras de osso responsaveis pela produgcao de proteinas
extracelulares como osteocalcina, fosfatase alcalina e colageno tipo |, atuam de
forma ordenada renovando o tecido e preservando a massa 6ssea'. Em certas
condigbes patologicas, porém, as agbes dessas células sdo desacopladas,
geralmente resultando em perda de estrutura organica e mineral. O fendtipo
osteolitico observado na osteoporose, artrite reumatoide e periodontite, por exemplo,
€, na maior parte das vezes, decorrente da hiperativacdo e/ou atividade dos
osteoclastos?.

A via RANK/RANKL/OPG regula a diferenciacédo osteoclastica. As células
precursoras hematopoiéticas aumentam a expressao do receptor ativador de NF-kB
(RANK) quando expostas ao fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF). A
ligacao de RANK ao seu ligante, RANKL, induz a diferenciagao dos precursores de
osteoclastos em células da linhagem osteoclastica e, finalmente, a fusdo das células
mononucleares, gerando células multinucleadas capazes de reabsorver 0sso, 0s
osteoclastos propriamente ditos. Osteoprotegerina (OPG) é uma glicoproteina
ubiquamente secretada pertencente a familia do fator de necrose tumoral, que se
liga a RANKL. A ligacdo OPG/RANKL impede a ligacdo RANK/RANKL e inibe a
osteoclastogénese?.

Além da via canénica dependente de M-CSF e RANKL, produtos bacterianos
também modulam a diferenciacdo osteoclastica in vitro e in vivo*. O
lipopolissacarideo (LPS), componente da membrana externa das bactérias, é capaz
de inibir ou estimular a osteoclastogénese, a depender do estagio de diferenciagéo
das células precursoras de osteoclastos. LPS de E. coli, por exemplo, se liga aos
receptores Tipo Toll (TLR) e induz a expressao de fatores de transcrigao importantes
para a osteoclastogénese, como NF-kB e MAPK. Além disso, LPS de P. gingivalis
ativa receptores TLR2 em osteoblastos, aumentando a producdo de RANKLS>S.

Nesse contexto, modelos de osteoclastogénese induzida por componentes
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bacterianos mimetizam alguns dos mecanismos envolvidos em doengas osteoliticas
inflamatorias associadas a presenca de biofilme, como na periodontite”8.

CTSK é uma protease lisossomal expressa por varias células que tem como
alvo catalitico o aminoacido cisteina. Fundamental na homeostase 6ssea, CTSK
liberada por osteoclastos age no processo de degradagdo da matriz déssea
desmineralizada, através da degradacao de fibras colagenas e ativagdo de outras
enzimas cataliticas®'?. Sabe-se que a supressdo de CTSK pode prevenir a
reabsorcdo Ossea sem prejudicar processos osteogénicos. Por conta disso, a
industria farmacéutica tem desenvolvido inibidores direcionados a CTSK para o
tratamento das doengas osteoliticas’’. O Odanacatib, inibidor mais promissor até o
momento, foi testado in vitro, em modelos animais e em humanos, chegando a fase
[ll de ensaios clinicos'?'3, O estudo foi encerrado devido a um aumento imprevisto
de eventos cerebrovasculares, mas a eficacia do Odanacatib na prevencao de
fraturas deu contornos promissores a essa classe de farmacos'#1°,

Recentemente, Tanshinona-llA-sulfonato (T06), um derivado soluvel da
Tanshinona IlIA, componente abundante da Salvia mitiorrhiza, planta amplamente
utilizada na medicina chinesa, se mostrou capaz de inibir seletivamente a atividade
colagenolitica da CTSK, sem interferir em outros sitios ativos da enzima. O
tratamento com TO06 diminuiu a reabsorcdo &ssea induzida por RANKL em
osteoclastos humanos e de camundongos in vitro e reduziu o fenétipo osteoporético
em ratas ovariectomizadas. A capacidade de prevenir a reabsor¢ao 6ssea sem
interferir na atividade dos osteoblastos, um diferencial dos inibidores de CTSK,
associada ao efeito seletivo observado no tratamento com TO6 fornece perspectivas
promissoras para o desenvolvimento de antirreabsortivos especificos, com baixa
associagéo a efeitos colaterais'®. Ndo se sabe, porém, o efeito desse composto em

um modelo de osteoclastogénese induzido por componentes bacterianos.
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2 PROPOSIGCAO

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o potencial da T0O6 em inibir a

osteoclastogénese induzida por LPS in vitro.

2.1 Objetivos Especificos

1. Analisar o perfil de citotoxicidade da TO6 sobre osteoclastos, utilizando o

método da reducdo do MTT

2. Avaliar o efeito da T06 na osteoclastogénese induzida por LPS em placas

de cultura e sobre discos de osso

3. Investigar o efeito da TO6 na expresséo de citocinas inflamatorias
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3 REVISAO DA LITERATURA

O tecido 6sseo fornece suporte estrutural para todo o corpo, protecéo
de o6rgaos e estruturas vitais, auxilia no movimento dos musculos, regula a
homeostase mineral e ainda aloja e protege a medula 6ssea. Enquanto na infancia
e adolescéncia o esqueleto humano passa por crescimento, sobretudo, longitudinal
e radial, a dindmica do esqueleto adulto passa por dois processos distintos,
denominados modelacédo e remodelagédo. As células 6sseas respondem a estimulos
fisiologicos, inflamatérios ou forcas mecanicas promovendo maior reabsorgdo ou
formacgao Ossea, a fim de ajustar o esqueleto as forgas aplicadas; nesse processo,
denominado modelacdo 6ssea, a forma e tamanho do osso sdo alterados. Ja na
remodelagdo, a homeostase mineral esta em énfase, ocorrendo a remocgao continua
de osso maduro e a subsequente substituicdo por uma matriz 6ssea proteica recém-
sintetizada. Deste modo, a forma e tamanho do osso néo se alteram3'.

A dinédmica de modelagdo e remodelagcdo 6ssea sé € possivel gragcas a
interacdo entre as diferentes células do tecido 0Gsseo; coordenadamente,
osteoblastos e osteoclastos formam uma estrutura anatémica temporaria, localizada
tanto no osso cortical quanto no osso trabecular, denominada Unidade Multicelular
Basica'®. Ostedcitos, células originadas de osteoblastos e aprisionadas na matriz
ossea, e osteomorfos, descritos recentemente como células resultantes da fissao de
osteoclastos e recicladas a partir de estimulos induzidos por RANKL, também
compdéem o tecido 6sseo e participam das interagdes celulares criticas no
metabolismo 6sseo0?'. A diferenciagdo e atividade das células désseas definem,
entdo, maior atividade reabsortiva ou osteogénica. A expressdao de diferentes
citocinas, hormdnios, fatores de crescimento e fatores de transcricdo, assim como
pelas interagdes entre os tipos celulares, modulam a dindmica das células ésseas,

ativando ou inibindo mudltiplas vias de sinalizagéo’-%0.

3.1 Biologia dos osteoclastos

Osteoclastos sao células multinucleadas formadas a partir da exposi¢ao de
precursores hematopoiéticos monociticos ao fator estimulador de colénia de
macréfagos (M-CSF), citocina ubiquamente expressa e essencial para a

proliferacdo, motilidade e sobrevivéncia desse tipo celular?’?2, e de ativador do
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receptor de NF-kB (RANKL), uma citocina pertencente a superfamilia do fator de
necrose tumoral (TNF) expressa por osteoblastos, ostedcitos?, células do ligamento
periodontal e do sistema imunoldgico*23.

A ligacdo de M-CSF no receptor do fator estimulador de colbnias-1 (c-FMS)
induz a expressdo do receptor ativador de NF-kB (RANK), um receptor para
RANKL32%4, A ligagdo RANK/RANKL ativa diferentes vias de sinalizagdo levando a
diferenciacao, fusédo e ativagcado dos osteoclastos. A deficiéncia ou superexpressao
de RANKL em camundongos resulta em disturbios do metabolismo &sseo:
osteopetrose e osteoporose, respectivamente, o que evidencia a importancia desse
eixo na regulacdo da osteoclastogénese?>26.

A regulagcdo negativa, que completa a via canbnica da diferenciagcao
osteoclastica (RANK/RANKL/OPG) (FIG. 1), se da pela expressao de seu terceiro
protagonista, a osteoprotegerina (OPG), uma glicoproteina secretada e sintetizada
ubiquamente. Como um receptor de afinidade de ligacdo ao RANKL, OPG é capaz
de bloquear a interagdo RANK/RANKL, regulando negativamente a diferenciagao e
ativagdo dos osteoclastos’?”. OPG é expressa ubiquamente, porém, o controle local

da sua expressao, sobretudo em osteoblastos, é que regula a massa 6ssea?®2°,

Figura 1 - Diferenciagédo de osteoclastos (RANK/RANKL/OPG)
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Fonte: Elaboragao prépria
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Outros mecanismos e vias de sinalizacdo também estdo envolvidos na
regulagdo da osteoclastogénese in vitro e in vivo. Macréfagos oriundos de medula
O0ssea expressam 9 dos 13 membros da familia dos receptores tipo Toll (TLR) e uma
variedade de agonistas de TLRs modulam a via de sinalizag&o induzida por RANKL*.
O tratamento concomitante de RANKL e lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, um
ativador de TLR4, em progenitores de osteoclastos, inibe a diferenciagéo
osteoclastica por um mecanismo que impede a ativagdo de Nfatc14303!, Entretanto,
quando esses progenitores sao primados com RANKL e depois tratados com LPS, a
ativagdo de TLR4 é capaz de induzir a osteoclastogénese, ndo inibindo a expressao
de Nfatc1°32, Em modelos de co-culturas de osteoblastos e macréfagos, a ativagao
de agonistas de TLR em osteoblastos aumenta a expressdao de RANKL e outras
citocinas inflamatdrias, induzindo a osteoclastogénese de maneira indireta*® (FIG.
2).

Figura 2 - Modulagao da osteoclastogénese por agonistas de TRL
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O DETLR
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M-CSE ///TLR
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e | ... . k
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RANh +
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Fonte: Elaboragao propria, adaptado de Souza, P., Lerner, U. H. (2019).

Osteoclastos expressam receptores de integrina que se ligam aos peptideos
da matriz 6ssea; o contato com a matriz éssea mineralizada leva a polarizagao
dessas células. Dessa maneira, o citoesqueleto fibrilar de actina do osteoclasto
altera sua conformagao promovendo a formacdo de uma zona de selamento no

entorno da fixacdo do osteoclasto a matriz. O processo de reabsor¢ao ocorre a partir
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da liberagdo de ions H+ pelos osteoclastos, que ajudam a acidificar o meio e
solubilizar o componente mineral inorganico, e de enzimas lisossomais e
endossomais, como a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP),
metaloproteinase 9 (MMP-9) e CTSK, proteases capazes de remover a matriz
organica, principalmente colageno tipo |. Esse fluxo enzimatico, inclusive, faz com
que a superficie celular direcionada a matriz 6ssea se configure em um padé&o

ondulado, conhecido como “borda em escova”17:33,

3.2 Catepsina k

Das enzimas secretadas por osteoclastos na lacuna de reabsorgao, destaca-
se a CTSK, uma protease semelhante a papaina, membro da familia da catepsina
de proteases lisossomais, tendo como alvo catalitico o aminoacido cisteina3.
Osteoblastos®®, ostedcitos3®, odontoclastos, células do ligamento periodotal®’,
neurénios, células epiteliais brénquicas e alveolares, fibroblastos e células
cardiovasculares383° também expressam CTSK.

No osso, CTSK é fundamental para o processo de reabsorcédo, sendo capaz
de clivar a hélice tripla e os telopeptideos das fibras de colageno tipo |, que constitui
90% da matriz organica dssea?’. Além disso, essa protease também pode ativar
MMP-94' e degradar colageno tipo 1142 e osteonectina3®43,

Mutacdes de perda de fungcdo no gene CTSK em humanos contribuem para a
patogénese de uma doenga autossbmica recessiva rara conhecida como
picnodisostose**. Osteoclastos de individuos com picnodisostose ndo degradam
matriz organica 6ssea, apresentando um fendétipo semelhante ao de pacientes com
osteopetrose. Esses individuos apresentam aumento de densidade mineral dssea,
mas também mais risco a fraturas’™. Em camundongos, a deficiéncia de Ctsk
contribuiu para o aumento da densidade mineral &ssea associado a maior
resisténcia a fratura e maior reparo 6sseo*. Além disso, camundongos com delegdo
para CTSK apresentaram maior quantidade de osteoclastos que camundongos
selvagens, alterando processos de senescéncia e apoptose osteoclasticos?®.

O papel da CTSK tem sido amplamente investigado também em outros
tecidos e sistemas. A deficiéncia de CTSK em camundongos parece diminuir a
integridade da barreira hematoencefalica e estar associada a maior risco de

desenvolvimento de edema cerebral, déficit neurolégico e fibrose pulmonar®®4?. Por
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outro lado, knockout da CTSK demonstrou ter efeito no sistema cardiovascular,
melhorando a funcdo cardiaca e atenuando casos de hipertrofia induzida pelo
envelhecimento e dieta rica em gordura em camundongos*849,

A atividade da CTSK é regulada por inibidores enddégenos de cisteina-
proteinases, como a cistatina C, que possui alta afinidade de ligagcdo a esta classe
de enzimas®®. Essas proteinas sédo capazes de inibir a osteoclastogénese induzida
pelo horménio da paratireéide (PTH), 1,25(0OH)2-vitamina D3 ou interleucina-6 (IL-6)
em cultura de macrofagos de medula 6ssea de camundongos e a reabsorgao 6ssea
in vitro estimulada pelo hormoénio da paratiredide®'-%2. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que um inibidor derivado da Citrus sinensis, uma fitocistatina, foi capaz
de controlar o processo inflamatdrio e inibir a osteoclastogénese e a perda 6ssea

alveolar em um modelo de indugéo de periodontite em camundongos®3.

3.3 Estratégias farmacolégicas para o tratamento de doengas osteoliticas

Desordens no metabolismo das células ésseas estdo envolvidas na patogenia
das doencas osteoliticas, incluindo osteoporose, artrite reumatoide e periodontite.
Enquanto a osteoporose esta relacionada a disfungcdes hormonais, como a baixa
producdo de estrogénio pdos-menopausa, artrite reumatoide e periodontite se
caracterizam por uma predominancia inflamatéria nas articulagbes ou tecidos
periodontais. Reposicao hormonal, promogao de exercicios fisicos, remocado da
causa inflamatéria e administracdo de antirreabsortivos, ranelato de estréncio,
vitamina D e analogos do PTH sao algumas estratégias utilizadas para o controle
das doencas osteoliticas?.

As estratégias farmacolégicas para o tratamento da osteoporose concentram,
sobretudo, no uso de antirreabsortivos que inibem as vias de diferenciacao
osteoclastica ou que induzem a apoptose dos osteoclastos. Os bisfosfonatos,
medicamentos comumente utilizados para o tratamento da osteoporose, possuem
alta afinidade com o tecido mineral 6sseo e atuam inibindo processos celulares
dependentes de ATP, levando a apoptose dos osteoclastos®. Outro importante
farmaco utilizado no tratamento da osteoporose € o Denosumab, um anticorpo
monoclonal humano que tem como alvo o mediador de reabsorgdo RANKL, inibindo

de modo significativo a osteoclastogénese’2.
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A utilizacdo desses medicamentos esta associada a diversos efeitos
colaterais clinicos. O uso prolongado de bisfosfonatos, por exemplo, esta
relacionado a osteonecrose dos maxilares, condigao clinica caracterizada por uma
exposig¢ao de 0sso necrotico persistente que nao cicatriza por mais de oito semanas,
havendo ruptura de tecido mole na cavidade oral, sendo debilitante e doloroso aos
pacientes, observada em cerca de 0,01% dos pacientes osteoporadticos tratados com
bisfosfonatos®*%%. Além disso, foi observado risco aumentado de fraturas vertebrais
multiplas apdés a descontinuagdo de Denosumab, em pacientes tratados para
osteoporose’°.

Diferentemente, o tratamento da periodontite ndo é puramente farmacolégico.
A fim de controlar a inflamagao e interromper a progressdo da doenga, o manejo
primario € a remogao mecanica do biofiime através de raspagem e alisamento
radicular, de modo cirurgico ou ndo, além de orientagdo de higiene oral e redugao
dos fatores de risco modificaveis, como tabagismo. Porém, para melhorar o
resultado do tratamento e auxiliar em casos complexos, outras estratégias podem
servir como adjunto no manejo das doengas periodontais, o que inclui a
administragcdo antibiotica local, antibioticoterapia sistémica e utilizacédo de agentes

moduladores da resposta do hospedeiro®6.

3.4 Catepsina k como alvo terapéutico

Por sua atividade unica catalitica e importancia no processo de reabsorcao
Ossea, desde 1995 a CTSK tem sido alvo de inumeros estudos visando o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento de doencgas osteoliticas, sobretudo
a osteoporose. Enquanto os agentes antirreabsortivos em uso atualmente
apresentam, além da inibicao osteolitica, efeitos inibitérios também no processo de
formacado 6ssea, os inibidores de CTSK demonstraram inibir a reabsorgéo éssea
com efeitos menores na atividade osteoblastica’.

O tratamento com inibidores de CTSK (Relacatib, Balicatib, ONO-5334,
Odanacatib) reduziu marcadores séricos e urinarios de reabsorgdo Ossea e
aumentou a densidade mineral 6ssea (DMO) em estudos pré-clinicos em primatas.
Foi evidenciado, também, que esses inibidores sdo capazes de diminuir a
reabsorcdo Ossea provocada por doencas periodontais e endodbnticas em

camundongos. Os resultados promissores motivaram a realizagcdo de ensaios
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clinicos avaliando seguranca e eficacia desses farmacos para o tratamento da
osteoporose%:57:%8,

Dentre os inibidores de CTSK desenvolvidos, apenas o Odanacatib chegou a
fase Ill de ensaios clinicos. Em um estudo randomizado, o tratamento com
Odanacatib reduziu a reabsorcdo Ossea, manteve a atividade osteoblastica e
aumentou a densidade mineral 6ssea (DMO) e a resisténcia 6ssea no quadril € na
coluna'®%, Porém, seu uso foi associado a um aumento de eventos colaterais
cerebrovasculares que levou a descontinuagdo das pesquisas envolvendo o
farmaco'4..

O uso de inibidores de CTSK para o tratamento das doencas osteoliticas
permanece promissor. Em contraste com os agentes antirreabsortivos atuais, que
tém como alvo o osteoclasto, os inibidores de CTSK podem provocar efeitos também
em outros tecidos, ja que a enzima nao esta presente somente nas células dsseas e
se envolve em varias outras vias metabdlicas e regulatérias. O desafio, entdo, esta
em desenvolver inibidores mais especificos, que atuem na atividade osteolitica da
CTSK, lancando mao do seu potencial antirreabsortivo e buscando diminuir
possiveis efeitos colaterais3%6,

Recentemente, a Tanshinona-lla-sulfonato (T06) - um derivado soluvel da
Tanshinona IIA, componente natural da erva Salvia miltiorrhiza, comumente utilizada
na medicina tradicional chinesa para o tratamento de doengas O&sseas e
cardiovasculares. - foi classificada como um inibidor ectostérico da CTSK . O
conceito de inibicdo ectostérica da protease foi desenvolvido para nominar a inibicao
de sitios especificos envolvidos no reconhecimento seletivo do substrato ou ligante
associado a atividade colagenolitica, sem interferir em outros sitios ativos da
protease'6.62,

A TO6 inibe, de maneira reversivel, a reabsor¢do 6ssea induzida por RANKL
em células humanas e de camundongos, sem interferir na osteoclastogénese. Além
disso, em ratas ovariectomizadas, o tratamento com T06 controlou o fendtipo
osteoporotico, aumentou a DMO do fémur e reduziu valores de liberagédo de
fragmento de telopeptideo C-terminal (CTX), contribuindo para o aumento do
numero de osteoblastos e na expressao de fosfatase alcalina, o que difere do efeito
de inibigdo osteoblastica dos bisfosfonatos'®. Posteriormente, outros derivados das
Tanshinonas também foram classificados como inibidores ectostéricos da CTSK®3:64,
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elucidando o mecanismo de acdo da tradicional utilizacdo clinica de extratos da
Salvia miltiorrhiza na medicina chinesa para o tratamento da osteoporose®2.65.

O éxito pré-clinico de inibidores de CTSK convencionais no tratamento de
patologias periodontais e endoddnticas®’-%8 e o surgimento de compostos ainda mais
seletivos para a agéo colagenolitica da CTSK abrem caminho para o avang¢o nas
pesquisas sobre o efeito desses inibidores ectostéricos em condi¢des inflamatorias e

infecciosas, como possiveis agentes moduladores do hospedeiro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos (Mus musculus, Swiss) machos de 5-6 semanas foram obtidos
do Biotério Central da UFG e mantidos no setor de experimentagdo animal do
FARMATEC - FF — UFG em condi¢gdes sanitarias de biotério convencional, com
controle de temperatura (22° a 24°C) e luminosidade (12h de ciclo claro). O manejo
dos roedores foi regido pelos principios éticos da experimentacdo animal do
Concelho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA UFG

—011/21). Ao todo foram utilizados 6 camundongos.

4.2 Isolamento de macréfagos de medula 6ssea

Para obtencdo de macréfagos oriundos de medula 6ssea (BMMs) (FIG. 3),
camundongos de 5-6 semanas foram anestesiados por sobredose de isoflurano
(cdmara saturada a 10%) e eutanasiados por deslocamento cervical seguido de
decapitagcdo. As patas traseiras foram dissecadas, fémures e tibias foram
individualizados e tiveram suas epifises cortadas; realizou-se, entdo, lavagem da
porcdo medular destes ossos com uma seringa contendo 5ml de a-MEM, para
expulsar a medula 6ssea sobre placas de Petri estéreis. O conteudo resultante da
lavagem foi centrifugado a 1.000 rpm por Smin.

Apos a centrifugagdo, o sobrenadante da solucdo foi descartado e o
sedimentado celular no fundo do tubo (pellet) ressuspendido em 4,5ml de agua
gelada estéril, seguido rapidamente da adicdo de 500ul de PBS 10x. O conteudo do
tubo foi mais uma vez centrifugado a 1.000 rpm por 5min e o pellet ressuspendido e
cultivado em a-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina
(100pg/ml) e estreptomicina (100ug/ml) (Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
adicionado de 30ng/ml de M-CSF.

As células foram cultivadas em placas de cultura (Corning®, 430591)
aderente para macréfagos e nao aderente as células T, B ou do estroma, e mantidas

em estufa umida a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico durante 72h.
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Figura 3 - Sequéncia de eventos para isolamento de macréfagos de medula 6ssea
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Fonte: Elaboragao proépria
4.3 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade (FIG. 4) foi realizado utilizando o método de
reducao do sal de tetrazolio [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT)]. BMMs de camundongo foram semeados (5 x 103 células/pogo) em 5ul de o-
MEM / 10% SFB em placas de 96 pocos. Apdés 5 minutos, foram adicionados 100ul
de a-MEM / 10% SFB acrescentado de M-CSF (30ng/ml) / RANKL (4ng/ml) e
incubados por 24h. Posteriormente, as células foram tratadas com M-CSF / E. coli
LPS (10ug/ml) (L2880 — Sigma-Aldrich) e expostas a variadas concentragcoées de T06
(Chem Faces, CFS201702) [0,25 - 5uM] por 3 dias. Metade do meio foi trocado apods
48h de exposigao.

No fim do periodo experimental, as células foram incubadas com meio de
cultura contendo MTT (0,5 mg/mL). Apés 3 h de incubagao, os cristais de formazan
foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) (100uL/pogo), e a densidade 6ptica foi
medida em um leitor de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan Spectrum, EUA) a
560 nm. Este ensaio foi realizado em sextuplicata, em trés experimentos
independentes. A viabilidade celular relativa foi determinada em comparagao com o
grupo controle - osteoclastos diferenciados com LPS nao expostos a T06 - para o

estabelecimento de concentracao nao citotdéxica empregada em analises posteriores.



Figura 4 - Etapas envolvidas na analise de citotoxicidade pelo método da redugao do MTT
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Fonte: Elaboragao proépria

4.4 Ensaio de osteoclastogénese induzida por lipopolissacarideo

BMMs foram semeados (5 x 103 células/pogo) em 5ul de a-MEM em placas
de 96 pocos (n=4). Apés 5 minutos, 100ul de a-MEM acrescentado de M-CSF
(30ng/ml) ou M-CSF / RANKL (4ng/ml) foram adicionados as células e incubados por
24h. Posteriormente, as células foram tratadas com M-CSF / RANKL, M-CSF / E. coli
LPS (10ug/ml) ou M-CSF / LPS / T06 [0,25 - 5uM] por 3 dias (FIG. 5). Metade do
meio foi trocado apds 48h de exposicao.

No fim do periodo experimental, as células foram fixadas com
Paraformaldeido 4% por 5 minutos, lavadas duas vezes com PBS, coradas para
TRAP e o numero de células multinucleadas TRAP* foi contado.

Os ensaios foram realizados em quadriplicata (n=4) em dois experimentos

independentes.
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Figura 5 - llustragdo do método: Ensaio de osteoclastogénese induzida por LPS
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Fonte: Elaboragéo propria.

4.5 Ensaio de osteoclastogénese sobre disco de osso

Discos de osso cortical (5,5mm x 0,5mm) (fabricagao prépria) foram obtidos a
partir de fémures bovinos. Para utilizagdo em cultura celular, os discos foram
mantidos em etanol 70% e sonicados por 20 minutos. Logo apds, os discos
passaram por 3 lavagens com PBS e trés lavagens com a-MEM nao suplementado.
Seguidamente, ocorreu-se a adigdo de 100ul de a-MEM acrescentado de M-CSF
(30ng/ml) ou M-CSF / RANKL (4ng/ml) sobre os discos.

Macrofagos de medula 6ssea de camundongo foram semeados sobre os
discos preparados (2 x 10* células/disco de osso) em 20ul de a-MEM acrescentado
de M-CSF ou M-CSF / RANKL e incubados por 24h. Posteriormente, as células
expostas ao RANKL foram tratadas com M-CSF / RANKL ou M-CSF / E. coli LPS na
presenca ou auséncia de T06 [1uM] por 9 dias. Metade do meio foi trocado a cada
dois dias. Apds 9 dias, os osteoclastos foram corados para TRAP e o numero de
células multinucleadas TRAP+ foi contado.

O ensaio foi realizado em quadriplicata (n=4) em um experimento. Novas
repeticdes serao realizadas para confirmacao dos resultados.

4.6 Microscopia de fluorescéncia
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As células resultantes dos ensaios descritos nos topicos 4.4 e 4.5 foram
observadas com microscopia Confocal (TCS SP8 DMi8, Alemanha). O fluorocromo
alexa fluor 647 Phalloidin foi excitado com a linha do laser de argbnio em 650nm
sendo a intensidade de emissdo de fluorescéncia medida em 688nm. O produto
gerado pela marcagdo com Hoechst 33342 foi excitado com a linha do laser Diodo
350 e a intensidade de emissdo de fluorescéncia medida em 461nm. Utilizou-se
também a microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC- também
conhecida como contraste de interferéncia de Nomarski ou microscopia de

Nomarski) para obtengdo de imagens das células sem qualquer tipo de marcagao.

4.7 Andlise da expressao de citocinas inflamatérias

BMMs foram semeados (5 x 103 células/pogo) em 5ul de a-MEM em placas
de 96 pocos (n=4). Apdés 5 minutos, 100yl de a-MEM acrescentado de M-CSF
(30ng/ml) ou M-CSF / RANKL (4ng/ml) foram adicionados as células e incubados por
24h. Posteriormente, as células foram tratadas com M-CSF / RANKL, M-CSF / E. coli
LPS (10ug/ml) ou M-CSF / LPS / T0O6 [1uM] por 3 dias. Metade do meio foi trocado
apos 48h de exposicao.

No fim do periodo experimental, o sobrenadante da cultura foi coletado e
armazenado a -80°C até analise. As concentragcdes das citocinas interleucina (IL)-6,
IL-10, IL-12p70, INF-y, MCP-1 e TNF foram avaliadas pelo ensaio Cytometric Bead
Array (CBA), usando o kit de citocinas inflamatorias (BD Bioscience, cat. n.° 552364,
San Diego, EUA). A fluorescéncia foi medida usando citometria de fluxo, onde 2000
eventos foram obtidos usando o software BDFACSDiva™ e analisados usando o
FCAP Array™ Software.

O ensaio foi realizado em quadriplicata em um experimento. Novas repeti¢cdes

serao realizadas para confirmacéao dos resultados.
4.8 Analise estatistica
Os dados obtidos a partir de cada experimento foram analisados

separadamente utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, USA). Os graficos foram feitos usando médias com desvio padrao e
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para as comparagdes entre grupos foi utilizado o teste One-way ANOVA com Post-

hoc Test Tukey. O valor-p < 0,05 foi considerado significativamente diferente.
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5 RESULTADOS

5.1 T06 estimula a osteoclastogénese em cultura de BMMs

A fim de avaliar o efeito da TO6 na viabilidade celular e determinar a
concentracdo apropriada a ser empregada em outros ensaios, osteoclastos
induzidos por LPS foram expostos a variadas concentragcées de T06 [0,25-5uM].
Para isso, foi utilizado o método MTT, um ensaio colorimétrico baseado na reducéao
do sal de tetrazolio por células metabolicamente ativas®®. O tratamento com T06
apresentou sinais de citotoxicidade, de forma independente da dose. A maioria das
concentragbes testadas, porém, permitiu viabilidade celular superior a 75% (FIG.
6A).

Para explorar o efeito de produtos bacterianos na diferenciacdo de BMMs em
osteoclastos e investigar como exposicdo a um inibidor ectostérico da CTSK
interfere neste processo, utilizamos a marcagao da enzima lisossomal TRAP como
um identificador osteoclastico. Células marcadas para TRAP com trés ou mais
nucleos foram consideradas como osteoclastos.

Observamos que BMMs tratadas apenas com M-CSF (M/M) durante todo
periodo experimental ndo se diferenciaram em osteoclastos. O tratamento com LPS
em células ndo preparadas com RANKL (M/M+L), mesmo sem induzir a
diferenciagdo, resultou em células mononucleares fusiformes ou triangulares
positivas para TRAP (FIG. 6C). BMMs tratadas com RANKL apenas no primeiro dia
(M+R/M) também néo se diferenciaram. Ja as células tratadas com RANKL por 24h
e, posteriormente, tratadas com RANKL (M+R/M+R) ou LPS (M+R/M+L), se
diferenciaram em osteoclastos multinucleados positivos para TRAP (FIG. 6C),
deixando evidente a marcacao para anéis de actina (FIG. 7).

Houve uma tendéncia de aumento do numero de osteoclastos (células
multinucleadas TRAP+) nos grupos tratados com T06, sendo que, as concentragdes
de 2,5 e 0,5uM apresentaram diferenga estatistica (p<0,05) em comparagdo ao
grupo néo tratado (M+R / M+L) (FIG. 6B).



29

Figura 6 — Efeito da TO6 na osteoclastogénese induzida por LPS
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BMMs de camundongos foram preparados com M-CSF (M; 30ng/ml) ou M-CSF e RANKL (R; 4ng/ml)
por 24h. Em seguida, as células preparadas com M/R foram tratadas com M-CSF, M-CSF e RANKL
ou M-CSF e LPS (L; 10ug/ml) na auséncia ou presenga de T06 [0,25-5uM] por 3 dias. As células
foram coradas para TRAP e observadas em Microscépio éptico (DM300 - Leica Microsystems GmbH)
(A). A viabilidade celular foi detectada pelo método MTT (B). Células TRAP+ multinucleadas (trés ou

mais nucleos) foram contadas (C).
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Figura 7 — Osteoclastos tratados com T06 expressam anéis de actina
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AlexaFluor-647 e Hoechst 33342. DIC, imagens sem qualquer tipo de marcagdo. Em azul, marcacéo
para Hoechst 33342, identificando nucleos; Em vermelho, marcagéo para AlexaFluor-647, indicando
morfologia do citoesqueleto celular. BMMs induzidos por LPS e tratados com T06 expressaram anéis

de actina, em vermelho.
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5.2 T06 estimula a osteoclastogénese induzida por LPS sobre discos de osso

Para investigar o efeito do tratamento com T06 na osteoclastogénese sobre
discos de osso, BMMs cultivadas em meio adicionado de M-CSF foram primadas
com RANKL por 24h e tratadas com RANKL ou LPS na auséncia ou presenga de
TO6 [1uM]. TO6 aumentou significativamente (p<0,05) o numero de células
multinucleadas TRAP+ nos grupos estimulados com RANKL e com LPS (FIG. 8).

As células tratadas apenas com M-CSF né&o se diferenciaram em osteoclastos
(FIG. 8). P6de-se observar maior formagdo de células multinucleadas TRAP+ no

grupo estimulado com RANKL, que no grupo estimulado com RANKL/LPS (FIG. 8).

Figura 8 — TO6 aumenta a diferenciacao osteoclastica sobre discos de osso
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BMMs de camundongos cultivados sobre discos de osso bovino foram preparados com M-CSF (M;
30ng/ml) ou M-CSF e RANKL por 24h (R; 4ng/ml). Em seguida, as células preparadas com M-CSF e
RANKL foram tratadas com M-CSF e RANKL ou M-CSF e LPS (10ug/ml) na auséncia ou presenca de
TO06 [1uM] por 9 dias. Células coradas para TRAP (A). Células TRAP+ multinucleadas (trés ou mais

nucleos) foram contadas.
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Figura 9 — Cultura de BMMs sobre disco de osso
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BMMs tratados conforme ja descrito (legenda FIG. 8) foram incubados com faloidina marcada com

AlexaFluor-647 e Hoechst 33342. Em azul, marcagao para Hoechst 33342, identificando ndcleos; em

vermelho, marcagao para AlexaFluor-647, indicando morfologia do citoesqueleto celular.

5.3 T06 nao altera a expressao de citocinas inflamatoérias

A fim de comparar a expressdo de citocinas inflamatérias em osteoclastos
induzidos por RANKL e por LPS, e analisar o efeito do tratamento com T06 [1uM] na
expressao de citocinas, BMMs foram estimuladas com RANKL ou RANKL + LPS e
tratadas com T06. O sobrenadante da cultura foi coletado e as citocinas IL-6, IL-10,
IL-12p70, INF-y, MCP-1 e TNF foram avaliadas pelo ensaio CBA.

Em cultura de osteoclastos primados com RANKL por 24h e posteriormente
induzidos com LPS, a expressao de MCP-1, IL-6 e TNF foi significantemente maior
(p<0,05) em comparagao com osteoclastos induzidos apenas por RANKL. A indugéo
com LPS também modulou positivamente a expressao de IL-10, sendo a diferenga
estatisticamente significante somente no grupo tratado com T06. Em comparacao
com a cultura de osteoclastos induzidos por LPS, o tratamento com T06 nao
modulou a expressdo de citocinas inflamatdrias. IL-12p70 e INF-y ndo foram

modulados em nenhum dos grupos testados.
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Figura 10 - Expressao de citocinas inflamatérias [pg/ml] em cultura de osteoclastos
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com TO06.
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6 DISCUSSAO

E bem conhecido que a disbiose da microbiota oral associada & intensa
resposta inflamatéria caracteriza parte fundamental da etiopatogenia da
periodontite®®. A ativacdo de TLRs em osteoclastos e seus precursores & um
aspecto importante na patogénese da remodelagdo Ossea induzida por processos
inflamatorios. Nesse contexto, nosso trabalho estudou o efeito da TO6 na biologia
dos osteoclastos através da administracdo de LPS em macrofagos oriundos de
medula 6ssea de camundongos, um modelo experimental que ativa TLRs e eleva a
expressao de citocinas inflamatérias in vitro®7-68,

Nossos experimentos confirmaram observagbes anteriores de que LPS
(10ug/ml) ndo induz a osteoclastogénese em BMMs tratados apenas com M-CSF32,
Em nosso estudo, porém, essas células tiveram sua morfologia alterada e marcagéao
positiva para TRAP. Ja4 BMMs preparadas com RANKL sio induzidos a
diferenciagdo osteoclastica quando estimulados com LPS. Nesse caso, a
osteoclastogénese é sustentada mesmo na auséncia de RANKL32, Os osteoclastos
formados exibiram caracteristicas morfolégicas (multinucleados TRAP+, formagao
de anéis de actina) normais (FIG. 7).

Citocinas inflamatérias podem ser responsaveis pela manutencdo da
osteoclastogénese em mecanismos independentes de RANKL. BMMs de
camundongos cultivados apenas com M-CSF e TNF-a geram células TRAP+
multinucleadas. TNF-a e IL-1 ativam, sequencialmente, fatores de transcricdo
osteoclastogénicos, NF-kB, c-Fos e NFATc1%%7°, Em cultura de mondcitos de
sangue periférico humano, o tratamento com IL-6 e M-CSF também induziu a
formacdao de osteoclastos. Em BMMs, porém, a adicdo de IL-6 suprimiu a
osteoclastogénese induzida por RANKL37'72. A expressdo de MCP-1 também
parece ser fundamental para a biologia dos osteoclastos. O tratamento com MCP-1
em cultura de mondcitos humanos aumentou o numero de osteoclastos induzidos
por RANKL e induziu a formacéao de osteoclastos também de forma independente de
RANKL7374 Aqui, relatamos que osteoclastos induzidos por LPS aumentaram a
expressdo de TNF, IL-6 e MCP-1. Nossos resultados sustentam que citocinas
inflamatorias estdo envolvidas na manutengcdo da osteoclastogénese quando na
auséncia de RANKL.
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O efeito da deficiéncia de CTSK no metabolismo das células dsseas ainda é
conflitante na literatura. Inicialmente, a delecdo do gene da CTSK em camundongos
resultou em aumento da massa oO0ssea mas sem alteragbes no numero de
osteoclastos’>. Mais tarde, porém, foi relatado alteragbes apoptoéticas e aumento
significativo do numero de osteoclastos em modelos semelhantes*®76. Ja alguns
inibidores da CTSK reduziram a osteoclastogénese in vivo e in vitro, inclusive em
modelos estimulados por LPS%877. Por ultimo, inibidores ectostéricos da Ctsk nao
influenciaram na osteoclastogénese induzida por RANKL'6:63.64  Aqui relatamos que
T06 modulou positivamente o numero de osteoclastos induzidos por LPS em placas
de cultura. Sobre discos de 0sso, o tratamento com T06 aumentou significativamente
a osteoclastogénese induzida por RANKL e por LPS. O aumento do numero de
osteoclastos sugere uma limitagcdo para uso clinico da T06. Como TO06 inibe a
atividade osteoclastica de modo reversivel'®, a descontinuagdo do farmaco in vivo
poderia causar um efeito rebote, aumentando a quantidade de osteoclastos ativos e
reabsorgdo Ossea, efeito semelhante ao descrito para o Denosumabe’®.
Obviamente, estudos in vivo utilizando modelos animais de reabsor¢cdo Ossea
inflamatdria, como a inje¢do de LPS em calvaria de camundongos ou um modelo de
periodontite induzida por ligadura, associados ao tratamento com TO06, poderéo
elucidar essa hipotese.

TO6 se difere da Tanshinona IIA pela adicdo de um grupo sulfato no carbono
16. A modificagdo na estrutura quimica para tornar o farmaco soluvel, também
alterou parte de sua atividade farmacoldgica; o receptor purinérgico humano P2X7,
por exemplo, € um alvo molecular de T06, mas ndo de Tanshinona [IA7%8, Foi
relatado que Tanshinona IIA inibe a osteoclastogénese induzida por RANKL em
células de linhagem RAW 264.7 e suprime a formacdo de anéis de actina em
osteoclastos maduros®!. Em um modelo de cocultura de BMMs e osteoblastos de
calvaria de camundongos, Tanshinona IlA inibiu a ostoeclastogénese e a expressao
de RANKL e OPG induzida por LPS®2. No presente estudo, porém, mostramos que
T06 nao inibiu a osteoclastogénese induzida por LPS, mantendo intacta a formagao
de anéis de actina (FIG. 7). Esses resultados sugerem que Tanshinona |IA e T06
atuam por diferentes mecanismos de agao também nas células osteoclasticas.

O uso de derivados da Salvia miltiorrhiza na medicina chinesa no tratamento
das doengas Osseas é€ justificado, em parte, por suas propriedades anti-

inflamatorias®. Em contraste, o tratamento com Tanshinona IlIA inibiu a
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osteoclastogénese mas n&o modulou a expresséo de citocinas inflamatoérias (TNF-aq,
IL-1, IL-6 e IL-15) em macrofagos peritoneais e osteoblastos de camundongos
induzidos por LPS®2. Aqui relatamos que o tratamento com T06 nao alterou os niveis
de citocinas (IL-6, IL-10, IL-12p70, INF-y, MCP-1 e TNF) em macréfagos de medula
O0ssea induzidos por LPS, corroborando com achados anteriores referentes ao

tratamento com Tanshinona lIA.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até aqui demonstram que T06, um inibidor ectostérico
da CTSK, modulou positivamente a osteoclastogénese induzida por LPS em placas
de cultura, sendo essa diferenca estatisticamente relevante nas concentragdes de
2,5 e 0,5uM. Em discos de osso bovino, TO6 [1uM] estimulou significativamente a
formacgao de osteoclastos induzidos por RANKL e por LPS.

A indugdo da osteoclastogénese por LPS elevou os niveis de citocinas
inflamatorias, enquanto o tratamento com TO6 ndo modulou a expressao dessas

citocinas.
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RESUMO

A Tanshinona-Ila-sulfonato (T06) ¢ um derivado da Tanshinona IIA, substancia natural da
Salvia miltiorrhiza (Danshen). Tais compostos sdo capazes de inibir especificamente a
atividade colagenolitica da Catepsina K, sem interferir na osteoclastogénese induzida por
RANKL. Entretanto, ainda ndo foi investigado o efeito da T06 sobre a diferenciacdo e
atividade de osteoclastos induzidos por lipopolissacarideo (LPS). O objetivo do presente
trabalho foi investigar o efeito da TO6 sobre a osteoclastogénese induzida por LPS in vitro.
Para isso, macrofagos foram obtidos de medula 6ssea (BMMs) de camundongos e a
viabilidade avaliada apds exposicdo a variadas concentragdes de tanshinona [0,25-5uM],
utilizando o ensaio de redugdao do MTT. As células foram estimuladas a diferenciagdo com
MCSF, RANKL e/ou LPS na presenca ou auséncia de T06 por 4 dias, em placa de 96 pocos.
As células foram fotogradas em microscopia de campo claro, para contagem de células
TRAP+, e de fluorescéncia, para visualizagdo dos anéis de actina. O sobrenadante da cultura
foi coletado para quantificagdo de citocinas inflamatorias. TO6 modulou positivamente a
osteoclastogénese induzida por LPS em placas de cultura, sendo esse resultado
estatisticamente relevante (p<0,05) nas concentragdes [2,5 e 0,5uM]. A indugdo da
osteoclastogénese com LPS aumentou os niveis de citocinas inflamatorias (TNF, IL-6 e MCP-
1), enquanto o tratamento com T06 nao interferiu nesse mecanismo.

Descritores: Osteoclastos; catepsina k; lipopolissacarideo.

ABSTRACT
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Tanshinone-Ila-sulfonate (T06) is a derivative of Tanshinone IIA, a natural substance from
Salvia miltiorrhiza (Danshen). Such compounds are able to specifically inhibit the
collagenolytic activity of Cathepsin K, without interfering with RANKL-induced
osteoclastogenesis. However, the effect of T0O6 on lipopolysaccharide (LPS)-induced
osteoclast differentiation and activity has not yet been investigated. The aim of the present
work was to investigate the effect of TO6 on LPS-induced osteoclastogenesis in vitro. To this
end, macrophages were obtained from mouse bone marrow (BMMs) and viability assessed
after exposure to varying concentrations of tanshinone [0.25-5uM] using the MTT reduction
assay. Cells were stimulated to differentiation with MCSF, RANKL and/or LPS in the
presence or absence of T06 for 4 days in a 96-well plate. Cells were photographed under
brightfield microscopy, for counting TRAP+ cells, and fluorescence microscopy, for
visualizing actin rings. The culture supernatant was collected for quantification of
inflammatory cytokines. T06 positively modulated LPS-induced osteoclastogenesis in culture
plates, and this result was statistically relevant (p<<0.05) at concentrations [2.5 and 0.5uM].
Induction of osteoclastogenesis with LPS increased the levels of inflammatory cytokines
(TNF, IL-6 and MCP-1), while treatment with T06 did not interfere with this mechanism.

Keywords: Osteoclasts; cathepsin k; lipopolysaccharides
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INTRODUCAO

O tecido 0sseo ¢ um tecido conjuntivo mineralizado altamente vascular, adaptado para
suportar o corpo e prover alavancagem para os movimentos. A homeostase dssea ¢ preservada
a partir da comunicacdo e agdo conjunta das células que compdem o tecido ésseo.
Osteoclastos, células que degradam osso a partir da secre¢ao de acido e enzimas proteoliticas,
como a catepsina k (CTSK), e osteoblastos, células formadoras de osso responsaveis pela
producdo de proteinas extracelulares como osteocalcina, fosfatase alcalina e colageno tipo I,
atuam de forma ordenada renovando o tecido e preservando a massa Ossea!. Em certas
condi¢des patoldgicas, porém, as agdes dessas células sdo desacopladas, geralmente
resultando em perda de estrutura orgéanica e mineral. O fenotipo osteolitico observado na
osteoporose, artrite reumatoide e periodontite, por exemplo, ¢, na maior parte das vezes,
decorrente da hiperativagio e/ou atividade dos osteoclastos>.

A via RANK/RANKL/OPG regula a diferenciagdo osteoclastica. As células
precursoras hematopoiéticas aumentam a expressao do receptor ativador de NF-kB (RANK)
quando expostas ao fator estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF). A liga¢dao de
RANK ao seu ligante, RANKL, induz a diferenciacdo dos precursores de osteoclastos em
células da linhagem osteoclastica e, finalmente, a fusdo das células mononucleares, gerando
células multinucleadas capazes de reabsorver osso, os osteoclastos propriamente ditos.
Osteoprotegerina (OPG) € uma glicoproteina ubiquamente secretada pertencente a familia do
fator de necrose tumoral, que se liga a RANKL. A ligacio OPG/RANKL impede a ligagao
RANK/RANKL e inibe a osteoclastogénese’.

Além da via candnica dependente de M-CSF e RANKL, produtos bacterianos também
modulam a diferenciagdo osteocldstica in vitro e in vivo*. O lipopolissacarideo (LPS),
componente da membrana externa das bactérias, ¢ capaz de inibir ou estimular a
osteoclastogénese, a depender do estagio de diferenciagdo das células precursoras de
osteoclastos. LPS de E. coli, por exemplo, se liga aos receptores Tipo Toll (TLR) e induz a
expressdo de fatores de transcricdo importantes para a osteoclastogénese, como NF-kB e
MAPK. Além disso, LPS de P. gingivalis ativa receptores TLR2 em osteoblastos,
aumentando a producio de RANKL>®, Nesse contexto, modelos de osteoclastogénese
induzida por componentes bacterianos mimetizam alguns dos mecanismos envolvidos em

doengas osteoliticas inflamatorias associadas a presenca de biofilme, como na periodontite”®,
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CTSK ¢ uma protease lisossomal expressa por varias células que tem como alvo
catalitico o aminodcido cisteina. Fundamental na homeostase 6ssea, CTSK liberada por
osteoclastos age no processo de degradacao da matriz 6ssea desmineralizada, através da
degrada¢dio de fibras coldgenas e ativagdo de outras enzimas cataliticas®!?. Sabe-se que a
supressao de CTSK pode prevenir a reabsor¢do 6ssea sem prejudicar processos osteogénicos.
Por conta disso, a industria farmacéutica tem desenvolvido inibidores direcionados a CTSK

1O Odanacatib, inibidor mais promissor até o

para o tratamento das doencas osteoliticas
momento, foi testado in vitro, em modelos animais ¢ em humanos, chegando a fase III de
ensaios clinicos!'>!3. O estudo foi encerrado devido a um aumento imprevisto de eventos
cerebrovasculares, mas a eficacia do Odanacatib na prevengdo de fraturas deu contornos
promissores & essa classe de farmacos'®!3.

Recentemente, Tanshinona-IIA-sulfonato (T06), um derivado soltivel da Tanshinona
ITA, componente abundante da Salvia mitiorrhiza, planta amplamente utilizada na medicina
chinesa, se mostrou capaz de inibir seletivamente a atividade colagenolitica da CTSK, sem
interferir em outros sitios ativos da enzima. O tratamento com T06 diminuiu a reabsor¢ao
Ossea induzida por RANKL em osteoclastos humanos e de camundongos in vitro e reduziu o
fenotipo osteoporodtico em ratas ovariectomizadas. A capacidade de prevenir a reabsor¢do
ossea sem interferir na atividade dos osteoblastos, um diferencial dos inibidores de CTSK,
associada ao efeito seletivo observado no tratamento com TO06 fornece perspectivas
promissoras para o desenvolvimento de antirreabsortivos especificos, com baixa associacdo a

efeitos colaterais'®. Nao se sabe, porém, o efeito desse composto em um modelo de

osteoclastogénese induzido por componentes bacterianos.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Camundongos (Mus musculus, Swiss) machos de 5-6 semanas foram obtidos do
Biotério Central da UFG e mantidos no setor de experimentacao animal do FARMATEC — FF
— UFG em condig¢des sanitarias de biotério convencional, com controle de temperatura (22° a
24°C) e luminosidade (12h de ciclo claro). O manejo dos roedores foi regido pelos principios
éticos da experimentacdo animal do Concelho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA) e os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA UFG - 011/21). Ao todo foram utilizados 6 camundongos.

Isolamento de macréfagos de medula 6ssea

Para obtencdo de macrofagos oriundos de medula 6ssea (BMMs), camundongos de 5-
6 semanas foram anestesiados por sobredose de isoflurano (ciAmara saturada a 10%) e
eutanasiados por deslocamento cervical seguido de decapitagdo. As patas traseiras foram
dissecadas, fémures e tibias foram individualizados e tiveram suas epifises cortadas; realizou-
se, entdo, lavagem da por¢cdo medular destes ossos com uma seringa contendo 5Sml de a-
MEM, para expulsar a medula 6ssea sobre placas de Petri estéreis. O contetido resultante da
lavagem foi centrifugado a 1.000 rpm por Smin.

Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante da solucdo foi descartado e o sedimentado
celular no fundo do tubo (pellet) ressuspendido em 4,5ml de agua gelada estéril, seguido
rapidamente da adi¢cdo de 500ul de PBS 10x. O contetdo do tubo foi mais uma vez
centrifugado a 1.000 rpm por Smin e o pellet ressuspendido e cultivado em a-MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina (100pg/ml) e estreptomicina
(100pg/ml) (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) adicionado de 30ng/ml de M-CSF.

As células foram cultivadas em placas de cultura (Corning®, 430591) aderente para
macrofagos e nao aderente as células T, B ou do estroma, e mantidas em estufa timida a 37°C

contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico durante 72h.

Ensaio de citotoxicidade



49

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando o método de redugdo do sal de
tetrazolio [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)]. BMMs de
camundongo foram semeados (5 x 10° células/pogo) em 5ul de a-MEM / 10% SFB em placas
de 96 pocos. Apds 5 minutos, foram adicionados 100ul de a-MEM / 10% SFB acrescentado
de M-CSF (30ng/ml) / RANKL (4ng/ml) e incubados por 24h. Posteriormente, as células
foram tratadas com M-CSF / E. coli LPS (10ug/ml) (L2880 — Sigma-Aldrich) e expostas a
variadas concentracdes de T06 (Chem Faces, CFS201702) [0,25 - SuM] por 3 dias. Metade do
meio foi trocado apds 48h de exposigao.

No fim do periodo experimental, as células foram incubadas com meio de cultura
contendo MTT (0,5 mg/mL). Ap6és 3 h de incubagdo, os cristais de formazan foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) (100 pL / pogo), e a densidade Optica foi medida em
um leitor de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan Spectrum, EUA) a 560 nm. Este
ensaio foi realizado em sextuplicata, em trés experimentos independentes. A viabilidade
celular relativa foi determinada em comparacdo com o grupo controle - osteoclastos
diferenciados com LPS ndo expostos a T06 - para o estabelecimento de concentracdo nao

citotoxica empregada em andlises posteriores.

Ensaio de osteoclastogénese induzida por lipopolissacarideo

BMMs foram semeados (5 x 10* células/poco) em 5ul de o-MEM em placas de 96
pogos (n=4). Apds 5 minutos, 100ul de a-MEM acrescentado de M-CSF (30ng/ml) ou M-CSF
/ RANKL (4ng/ml) foram adicionados as células e incubados por 24h. Posteriormente, as
células foram tratadas com M-CSF / RANKL, M-CSF / E. coli LPS (10ug/ml) ou M-CSF /
LPS/TO06 [0,25 - 5uM] por 3 dias. Metade do meio foi trocado apds 48h de exposigao.

No fim do periodo experimental, as células foram fixadas com Paraformaldeido 4% e
coradas para TRAP. O numero de células multinucleadas TRAP" foi contado.

Os ensaios foram realizados em quadriplicata (n=4) em dois experimentos

independentes.

Microscopia de fluorescéncia

As células foram observadas com microscopia Confocal (TCS SP8 DMi8, Alemanha).

O fluorocromo alexa fluor 647 Phalloidin foi excitado com a linha do laser de argonio em 650
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nm sendo a intensidade de emissdo de fluorescéncia medida em 688 nm. O produto gerado
pela marcacdo com Hoechst 33342 foi excitado com a linha do laser Diodo 350 e a
intensidade de emissdao de fluorescéncia medida em 461 nm. Utilizou-se também a
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC- também conhecida como contraste
de interferéncia de Nomarski ou microscopia de Nomarski) para obten¢ao de imagens das

células sem qualquer tipo de marcagdo.

Analise da expressao de citocinas inflamatoérias

BMMs foram semeados (5 x 10° células/pogo) em 5ul de a-MEM em placas de 96
pogos (n=4). Apds 5 minutos, 100ul de a-MEM acrescentado de M-CSF (30ng/ml) ou M-CSF
/ RANKL (4ng/ml) foram adicionados as células e incubados por 24h. Posteriormente, as
células foram tratadas com M-CSF / RANKL, M-CSF / E. coli LPS (10ug/ml) ou M-CSF /
LPS /TO06 [1uM] por 3 dias. Metade do meio foi trocado ap6s 48h de exposigao.

No fim do periodo experimental, o sobrenadante da cultura foi coletado e armazenado
a -80°C at¢ andlise. As concentragdes das citocinas interleucina (IL)-6, IL-10, IL-12p70, INF-
v, MCP-1 e TNF foram avaliadas pelo ensaio Cytometric Bead Array (CBA), usando o kit de
citocinas inflamatorias (BD Bioscience, cat. n.° 552364, San Diego, EUA). A fluorescéncia
foi medida usando citometria de fluxo, onde 2000 eventos foram obtidos usando o software
BDFACSDiva™ e analisados usando o FCAP Array™ Software.

O ensaio foi realizado em quadriplicata em um experimento. Novas repeti¢des serao

realizadas para confirmag¢do dos resultados.

Analise estatistica

Os dados obtidos a partir de cada experimento foram analisados separadamente
utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Os graficos foram feitos usando médias com desvio padrdo e para as comparagdes entre
grupos foi utilizado o teste One-way ANOV A com Post-hoc Test Tukey. O valor-p < 0,05 foi

considerado significativamente diferente.

RESULTADOS
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TO06 estimula a osteoclastogénese em cultura de BMMs

A fim de avaliar o efeito da T06 na viabilidade celular e determinar a concentragao
apropriada a ser empregada em outros ensaios, osteoclastos induzidos por LPS foram
expostos a variadas concentragdes de T06 [0,25-5uM]. Para isso, foi utilizado o método MTT,
um ensaio colorimétrico baseado na reducdo do sal de tetrazélio por células metabolicamente
ativas'’. O tratamento com T06 apresentou sinais de citotoxicidade, de forma independente da
dose. A maioria das concentracdes testadas, porém, permitiu viabilidade celular superior a
75% (FIG. 1A).

Para explorar o efeito de produtos bacterianos na diferenciacio de BMMs em
osteoclastos e investigar como exposi¢ao a um inibidor ectostérico da CTSK interfere neste
processo, utilizamos a marcagdo da enzima lisossomal TRAP como um identificador
osteoclastico. Células marcadas para TRAP com trés ou mais nucleos foram consideradas
como osteoclastos.

Observamos que BMMs tratadas apenas com M-CSF (M / M) durante todo periodo
experimental ndo se diferenciaram em osteoclastos. O tratamento com LPS em células ndo
pré-expostas a RANKL (M / M+L), mesmo sem induzir a diferenciagdo, resultou em células
mononucleares fusiformes ou triangulares positivas para TRAP (FIG. 1C). BMMs tratadas
com RANKL apenas no primeiro dia (M+R / M) também ndo se diferenciaram. Ja as cé€lulas
tratadas com RANKL por 24h e, posteriormente, tratadas com RANKL (M+R / M+R) ou LPS
(M+R / M+L), se diferenciaram em osteoclastos multinucleados positivos para TRAP (FIG.
1C), deixando evidente a marcagdo para anéis de actina (FIG. 2).

Houve uma tendéncia de aumento do numero de osteoclastos (células multinucleadas
TRAP+) nos grupos tratados com TO06, sendo que, as concentragdes de 2,5 e 0,5uM
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) em comparagdo ao grupo ndo tratado (M+R /

M+L) (FIG. 1B).
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Figura 1 - Efeito da T06 na osteoclastogénese induzida por LPS
BMMs de camundongos foram preparados com M-CSF (M; 30ng/ml) ou M-CSF ¢ RANKL (R; 4ng/ml) por

24h. Em seguida, as células preparadas com M/R foram tratadas com M-CSF, M-CSF ¢ RANKL ou M-CSF ¢
LPS (L; 10pg/ml) na auséncia ou presenca de T06 [0,25-5uM] por 3 dias. As células foram coradas para TRAP e
observadas em Microscopio optico (DM300 - Leica Microsystems GmbH) (A). A viabilidade celular foi

detectada pelo método MTT (B). Células TRAP+ multinucleadas (trés ou mais nucleos) foram contadas (C).
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Figura 2 — Osteoclastos tratados com T06 expressam anéis de actina
BMMs tratados conforme ja descrito (legenda FIG. 1) foram corados com faloidina marcada com AlexaFluor-

647 e Hoechst 33342. DIC, imagens sem qualquer tipo de marcagdo. Em azul, marcacdo para Hoechst 33342,
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identificando nucleos; Em vermelho, marcagdo para AlexaFluor-647, indicando morfologia do citoesqueleto

celular. BMMs induzidos por LPS e tratados com T06 expressaram anéis de actina, em vermelho.

Hoechst 33342 Alexa Fluor 647 Combinado

M/M

M+R/M+L M+R/M+R M+R/M M/M+L

M+ R /M + L+ TO6[1uM]
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TO06 nao altera a expressao de citocinas inflamatorias

A fim de comparar a expressao de citocinas inflamatorias em osteoclastos induzidos
por RANKL e por LPS, e analisar o efeito do tratamento com T06 [1uM] na expressao de
citocinas, BMMs foram estimuladas com RANKL ou RANKL + LPS e tratadas com T06. O
sobrenadante da cultura foi coletado e as citocinas IL-6, IL-10, IL-12p70, INF-y, MCP-1 e
TNF foram avaliadas pelo ensaio CBA.

Em cultura de osteoclastos primados com RANKL por 24h e posteriormente induzidos
com LPS, a expressio de MCP-1, IL-6 ¢ TNF foi significantemente maior (p<0,05) em
comparagdo com osteoclastos induzidos apenas por RANKL. A indu¢do com LPS também
modulou positivamente a expressao de IL-10, sendo a diferenga estatisticamente significante
somente no grupo tratado com T06. Em comparacdo com a cultura de osteoclastos induzidos
por LPS, o tratamento com T06 ndo modulou a expressdo de citocinas inflamatorias. IL-
12p70 e INF-y ndo foram modulados em nenhum dos grupos testados (FIG. 3).

Figura 3 - Expressdo de citocinas inflamatdrias [pg/ml] em cultura de osteoclastos
Expressdo de citocinas (IL-6, IL-10, IL-12p70, INF-y, MCP-1 e TNF) em sobrenadante coletado da cultura de

BMMs tratadas apenas com M-CSF, diferenciadas com RANKL ou RANKL+LPS e tratadas com
T06.

0.15

-
o

T =
& E
S 10 £ o1
= =
= ‘ >
S ?
& s . iy 005
- .
Ld
oLt % — i 0.00
& S 2 <&
« oF &5
¥ & i
&
-
—
200 * . 20 —_— 60
* n ° *
. 4 L . 1
150 = % 15 . —

&

g

IL-6 [pg/mil]
g

L]

IL-10 [pg/mi]
.J |
1 % I—H
TNF [pg/ml]
L]

o ol — oL—1 === T
@\\“ “\,Q- & & “5@ \x‘ﬂ' & & ‘gﬁ ‘bﬁ' & &
) ) x \ ) * & \ *
Ea _ ™ 2 i Cd & 2 o
« W N + - N & « N



55

DISCUSSAO

E bem conhecido que a disbiose da microbiota oral associada a intensa resposta
inflamatoria caracteriza parte fundamental da etiopatogenia da periodontite'®. A ativacdo de
TLRs em osteoclastos e seus precursores ¢ um aspecto importante na patogénese da
remodelagdo dssea induzida por processos inflamatérios. Nesse contexto, nosso trabalho
estudou o efeito da T06 na biologia dos osteoclastos através da administracdo de LPS em
macrofagos oriundos de medula 6ssea de camundongos, um modelo experimental que ativa
TLRs e eleva a expressio de citocinas inflamatorias in vitro!'*2°,

Nossos experimentos confirmaram observagoes anteriores de que LPS (10ug/ml) nao
induz a osteoclastogénese em BMM s tratados apenas com M-CSF?!. Em nosso estudo, porém,
essas cé€lulas tiveram sua morfologia alterada e marcagdo positiva para TRAP. J& BMMs
preparadas com RANKL sao induzidos a diferenciagio osteoclastica quando estimulados com
LPS. Nesse caso, a osteoclastogénese é sustentada mesmo na auséncia de RANKL?!. Os
osteoclastos formados exibiram caracteristicas morfologicas (multinucleados TRAP+,
formacdo de anéis de actina) normais (FIG. 2).

Citocinas inflamatdrias podem ser responsaveis pela manutencao da osteoclastogénese
em mecanismos independentes de RANKL. BMMs de camundongos cultivados apenas com
M-CSF e TNF-a geram células TRAP+ multinucleadas. TNF-o e IL-1 ativam,
sequencialmente, fatores de transcricio osteoclastogénicos, NF-xB, c-Fos e NFATc1?>%, Em
cultura de mondcitos de sangue periférico humano, o tratamento com IL-6 e M-CSF também
induziu a formagdo de osteoclastos. Em BMMs, porém, a adicdo de IL-6 suprimiu a
osteoclastogénese induzida por RANKL3**?. A expressio de MCP-1 também parece ser
fundamental para a biologia dos osteoclastos. O tratamento com MCP-1 em cultura de
mondcitos humanos aumentou o numero de osteoclastos induzidos por RANKL e induziu a
formagio de osteoclastos também de forma independente de RANKL?%?7. Aqui, relatamos
que osteoclastos induzidos por LPS aumentaram a expressdao de TNF, IL-6 ¢ MCP-1. Nossos
resultados sustentam que citocinas inflamatdérias estdo envolvidas na manutengdo da
osteoclastogénese quando na auséncia de RANKL.

O efeito da deficiéncia de CTSK no metabolismo das células dsseas ainda € conflitante
na literatura. Inicialmente, a delecdo do gene da CTSK em camundongos resultou em
aumento da massa 6ssea mas sem alteracdes no niimero de osteoclastos®®. Mais tarde, porém,
foi relatado alteragdes apoptoticas e aumento significativo do niimero de osteoclastos em

modelos semelhantes®®-°. Ja alguns inibidores da CTSK reduziram a osteoclastogénese in
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vivo e in vitro, inclusive em modelos estimulados por LPS*'32. Por tltimo, inibidores
ectostéricos da Ctsk ndo influenciaram na osteoclastogénese induzida por RANKL!63334,
Aqui relatamos que TO6 modulou positivamente o nimero de osteoclastos induzidos por LPS
em placas de cultura. O aumento do niimero de osteoclastos sugere uma limitagcdo para uso
clinico da T06. Como TO06 inibe a atividade osteoclastica de modo reversivel'®, a
descontinuagdo do fAirmaco in vivo poderia causar um efeito rebote, aumentando a quantidade
de osteoclastos ativos e reabsor¢do dssea, efeito semelhante ao descrito para o Denosumabe®”.
Obviamente, estudos in vivo utilizando modelos animais de reabsor¢ao ossea inflamatoria,
como a injecdo de LPS em calvaria de camundongos ou um modelo de periodontite induzida
por ligadura, associados ao tratamento com T06, poderao elucidar essa hipdtese.

T06 se difere da Tanshinona IIA pela adicdo de um grupo sulfato no carbono 16. A
modificagdo na estrutura quimica para tornar o farmaco soluvel, também alterou parte de sua
atividade farmacoldgica®®’. Foi relatado que Tanshinona IIA inibe a osteoclastogénese
induzida por RANKL em células de linhagem RAW 264.7 e suprime a formacao de anéis de
actina em osteoclastos maduros*®. Em um modelo de cocultura de BMMs e osteoblastos de
calvaria de camundongos, Tanshinona IIA inibiu a ostoeclastogénese e a expressdo de
RANKL e OPG induzida por LPS*°. No presente estudo, porém, mostramos que T06 nio
inibiu a osteoclastogénese induzida por LPS, mantendo intacta a formagdo de anéis de actina
(FIG. 2). Esses resultados sugerem que Tanshinona IIA e T06 atuam por diferentes
mecanismos de acdo nas células osteoclasticas.

O uso de derivados da Salvia miltiorrhiza na medicina chinesa no tratamento das
doencas 6sseas ¢é justificado, em parte, por suas propriedades anti-inflamatoérias®®. Em
contraste, o tratamento com Tanshinona IIA inibiu a osteoclastogénese mas nao modulou a
expressao de citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-15) em macréfagos peritoneais e
osteoblastos de camundongos induzidos por LPS*°. Aqui relatamos que o tratamento com T06
ndo alterou os niveis de citocinas (IL-6, IL-10, IL-12p70, INF-y, MCP-1 e TNF) em

macrofagos de medula 6ssea induzidos por LPS, corroborando com achados anteriores

referentes ao tratamento com Tanshinona IIA.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que T06, um inibidor ectostérico da CTSK,
modulou positivamente a osteoclastogénese induzida por LPS em placas de cultura, sendo
essa diferenca estatisticamente relevante nas concentragdes de 2,5 ¢ 0,5uM.

A inducdo da osteoclastogénese por LPS elevou os niveis de citocinas inflamatorias,

enquanto o tratamento com T06 nao modulou a expressao dessas citocinas.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA
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Certificamos que a proposta infitulada “Modulacio da resposta de células odsseas por citocinas,
componentes bacterianos, firmacos e biomateriais™, registrada com o protocolo n® 01121, sob a
responsabilidade de Pedro Paulo Chaves de Souza que envolve a producio, manutencio ou utilizacio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
{ou ensino) - 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
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em rennido de 26/04/2021.

O Finalidade: () Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

O Vigéncia da autorizacdo (inicio e fim): 26/04/2021 a 10/05/2026

O Espécie/linhagem/raca: cammmdongos Mus musculus swiss
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