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Resumo



A regulagdo da remodelagdo 6ssea ocorre por meio de fatores locais e sistémicos.
Entre os fatores locais estdo as citocinas: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand

(RANKL), presente nos osteoblastos, e Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK),

presente nos osteoclastos, além de outras citocinas como o Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-O)
que podem agir no processo de deposi¢do e/ou reabsor¢do 6ssea in vivo. Entre os fatores sistémicos
que participam da remodelagio dssea estdo os horménios estrégeno (E2) e triiodotironina (T3). O
objetivo do trabalho foi verificar a agdo do E2, infrafisiolégico (simulando a menopausa) e

T3, suprafisiolégico (simulando hipertireoidismo) em osteoblastos humanos derivados de células

troncos mesenquimais (CTMs) na sintese proteica de RANKL e TNF-O.. Os osteoblastos foram
incubados por 72 horas na presenga de E2 em dose fisioldgica (E2F/1078M)

e infrafisiolégica (E2I/ 1O>9M), e T3 em dose fisioldgica (T3F/ 10»9M) e suprafisiolégica (T3S/ 10»8M),

e quantificada a matriz mineralizada dssea e a sintese proteica de RANKL e TNF-OU por
Western Blot. A anéalise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de wvariAncia ANOVA
complementada pelo teste de Tukey, sendo o nivel de significéncia considerado p<0,05. O

tratamento de E2 em dose E2F (1,96+ 0,48; p<0,05) e E2I (3,18+0,31; p<0,001) elevou a sintese
proteica de RANKL comparado ao controle (C) (1,00+0,32), e de TNF-OL em dose de E2F
(3,61+0,45; p<0,05) e E2I (2,45+0,07; p<0,05) também aumentou em relacio ao C (1,13+0,19).
Assim como o E2, o T3 elevou os niveis proteicos de RANKL em T3F (1,18:0,10; p<0,05) e
T3S (1,140,004; p<0,05) comparado ao controle (1,00+0,02), porém, TNF-QU diminui em dose
de T3S (0,82+0,09; p<0,05) relacionado ao T3F (1,00+0,09) e C (0,99+0,04). Com isso, E2I diminuiu
a matriz mineralizada 6ssea e aumentou a sintese de ambas as protel'nas estudadas, 0 que nos leva a
especulagdo de que a reabsor¢do dssea observada na menopausa seja via RANKL e TNF-Q. Por
outro lado, na mimetizagdo de hipertireoidismo com o T3S, observamos diminui¢do da matriz
mineralizada dssea, supressdo da sintese proteica de TNF-Ol e aumento de RANKL, o que nos leva a

inferir que o mecanismo de reabsor¢do 6ssea no hipertireoidismo seja via RANKL.
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Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; Estréogeno; RANKL; TNF-OU e

osteoblastos.
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Abstract



The regulation of bone remodeling is intermediated by local and systemic factors.
The cytokines are among the local factors: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand

(RANKL), present in osteoblasts, and Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK),

present in osteoclasts, in addition to other cytokines such as Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-OL)
that can act in the process of bone deposition and/or resorption in vivo. Hormones are among the
systemic factors involved in bone remodeling, estrogen (E2) and triiodothyronine (T3). The aim of
the study was to verify the action of E2, infraphysiological (simulating menopause) and T3,
supraphysiological (simulating hyperthyroidism) in human osteoblasts derived from mesenchymal
stem cells (CTMs) in the protein synthesis of RANKL and TNF-Ol. Osteoblasts were incubated
during 72 hours in the presence of E2 at physiological dose (E2F/ 1078M) and infraphysiological
(E21/10°M), and T3 at physiological (T3F/10°M) and supraphysiological (T3S/10 M) and
quantified the bone mineralized matrix and the protein synthesis of RANKL and TNF-QU by
Western Blot. Statistical analysis of the data was performed by the ANOVA variance test

complemented by the Tukey test, and the significance level was considered p<0.05. The treatment of

E2F in E2F dose (1.96 + 0.48, p<0.05) and E2I (3.18 + 0.31; p <0.001) increased RANKL protein

synthesis compared to control (C) (1.00 = 0.32), and TNF-Q in the dose of E2F (3.61 + 0.45;
p<0.05) and E2I (2.45 + 0.07; p <0.05) also increased in relation to C (1.13 = 0.19). As with E2, T3
increased RANKL protein levels in T3F (1.18 + 0.10, p <0.05) and T3S (1.14 + 0.004; p <0.05)
compared to control (1, 00 + 0.02), but TNF-Ol decreased in dose T3S (0.82 + 0.09; p <0.05) related
to T3F (1.00 = 0.09) and C (0, 99 + 0.04). Thus, E2I decreased the bone mineralized matrix and
increased the synthesis of both proteins studied which leads to speculation that bone resorption
observed at menopause by RANKL and TNF-Ol pathway. On the other hand, in the mimicry of
hyperthyroidism with T3S, we observed a reduction of the bone mineralized matrix, suppression of
TNF-Q protein synthesis and increase of RANKL, which leads us to infer that the mechanism of

action for bone resorption in hyperthyroidism is by RANKL.
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KGYWOI‘dS: Mesenchymal stem cells; Triiodothyronine; Estrogen; RANKL; TNF-(X and

osteoblasts.
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1. Introducao



O tecido dsseo apresenta uma considerdvel atividade metabdlica que mantém sua
continua remodelagdo, envolvendo a remogio de osso mineralizado pelos osteoclastos, seguido pela
formagdo de matriz dssea pelos osteoblastos [1]. Os osteoblastos sdo derivados de células-tronco
mesenquimais (CTMs) e os osteoclastos tém origem da diferenciacio de seus precursores a partir de
progenitores hematopoiéticos, continuando sua evolu¢do até osteoclastos maduros, processo
conhecido como osteoclastogénese [2]. Apdés o processo de diferenciagdo, os osteoblastos
desempenham papel na formagio e na manutengio do sistema esquelético, ndo apenas por sintetizar
a matriz dssea, mas por exercer importante controle na atividade dos osteoclastos [3]. A regulacdo
da remodelagdo dssea ocorre por meio de fatores locais e sistémicos, que exercem seus efeitos sobre
a replicagdo de células indiferenciadas, no recrutamento e na funcio das células dsseas [4]. Os
principais reguladores sistémicos envolvidos na regulagio da remodelagio dssea incluem o
horménio da paratireoide (PTH), calcitriol, horménio do crescimento, glicocorticoides, horménios

tireoidianos (HTs) e hormonios sexuais [5]. Fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs),

prostaglandinas, fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B), proteinas Osseas
morfogene’ticas (BMPs) e citocinas também estdo envolvidos neste processo [6]. A associagdo entre
o status tireoidiano e o risco de desenvolver osteoporose é comprovada demonstrando que o
hipertireoidismo néo tratado diminui a densidade mineral ¢ssea [7, 8] e aumenta o risco de fraturas

[9], uma consequéncia provavel do efeito estimulatério dos HTs e do turnover mineral nesse tecido

[10]. Além disso, é comprovado que os baixos niveis de estrédgeno (E2) da menopausa induzem a
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osteoporose [11]. Entre os fatores locais que participam dessa regulagéo estdo as citocinas do sistema
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK) e Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa B Ligand (RANKL) que mostram o processo de reabsor¢io e formagdo acoplados, tendo
como objetivo manter a integridade esquelética [1]. Esses receptores, RANK/RANKL, mudam a
expressdo dos genes e tém auxiliado a esclarecer o padrio de sinaliza¢do entre células estromais e
osteoclastos, sendoe a interagdo entre eles tem um papel importante na promogio da diferenciagio e
ativacdo osteocldstica [12]. O RANKL ¢ produzido por precursores de osteoblastos e liberado na
matriz Ossea ou permanecendo na membrana dessas células [13]. J& o RANK ¢é um receptor
presente em precursores osteocldsticos que, ao se ligar com RANKL, ativa a diferenciagdo dos

precursores a osteoclastos maduros e estimula a osteoclastogénese [14], assim, esta interacdo

propicia a reabsorc¢do 6ssea. Por outro lado, a deficiéncia do RANKL leva a osteoporose [15] (Figura

1).

__.»-7.-’_"*‘ —
" 4 TN
RANK { )
Osteoclasto s T

; , e Y

! D,
'b\}‘u\,‘o&,‘u\a'

Osteoclasto Madaro

Figura 1. Esquema geral do sistema RANK/RANKL. RANKL presente no osteoblasto; RANK presente no

osteoclasto. A ligagdo entre RANKL e RANK permite a formagdo de osteoclasto maduro [16].
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Ainda existe outra citocina, Tumor necrosis factor alpha (TNF-O) que pode agir na

diferenciagdo dos osteoclastos, realizando sua fun¢do nas células osteoblasticas [17]. Essa citocina

participa ativamente dos processos pro-inflamatérios e estd presente nas doengas dsseas como a

osteoporose [18].

A citocina TNF-Q ¢ produzida por diversos tipos de células, incluindo mondcitos,

macréfagos e osteoblastos, estando relacionada & reabsor¢do éssea [19-21]. De acordo com alguns

estudos, o TNF-Ol aumenta a atividade osteoclastogénica, promovendo uma maior reabsor¢do dssea

[19, 22, 23]. De acordo com Kitamura et al [24], o TNF-Ol age em sinergismo com RANKL na

indu¢do da osteoclastogénese. Os HTs triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) possuem efeito tanto

sobre a reabsor¢do como sobre a formagdo 6ssea sendo, portanto, importantes para a manutengdo

da integridade do esqueleto [25]. Em casos de hipertireoidismo ndo h4 anormalidades nos niveis de

célcio, porém superficies de reabsor¢do trabecular e perda aumentada da cortical dssea estdo

presentes. Além disso, o T3 exerce agdo nos osteoblastos via receptores nucleares para estimular a

reabsor¢do dssea [26]. Estudos mostram que a reabsor¢do dssea osteocldstica estimulada pelo T3

ocorre na presenga de osteoblastos, mas nio em sua auséncia, o que demonstra a dependéncia de

RANKL para que o processo de diferenciagdo induzido pelo horménio ocorra [27, 28]. Virias

proteinas osteoblésticas sdo estimuladas pelo HT, tais como a fosfatase alcalina (FA) e a osteocalcina

[29]. Embora o HT aumente a atividade de osteoblastos e osteoclastos in vivo e em in vitro, pouco ¢
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conhecido sobre seus efeitos na transcri¢do de genes alvo nestas células [30]. Além disso, pouco se
conhece sobre quais fatores moleculares sdo essenciais para a regula¢ido da fun¢do do osteoblasto

[31]. Entretanto, sdo conhecidos alguns fatores controladores e mediadores fisioldgicos da

diferenciagdo desta célula, entre eles o TGF—B, as BMPs, o PTH e o E2 [32]. A presenga de niveis
adequados de E2 no organismo garante a supressdo de certas citocinas que induzem a proliferagio e

a diferenciagdo de osteoclastos [33]. O aumento no numero de osteoclastos estd associado as

citocinas responsaveis pela sua génese: RANK, RANKIL, osteoprotegerina, TNF-Q, interleucina 1
(IL-1), 6 (IL-6) e 11 (IL-11), fator estimulante de col6nias de macréfagos, que sdo direta ou
indiretamente suprimidas ou reguladas pelo E2 [34]. Nos osteoblastos, o E2 regula a expressio dos
genes que codificam o colégeno tipo I, a FA, osteopontina, osteocalcina e osteonectina. Da mesma
forma que os esteroides sexuais, os HTs também estimulam a expressdo de genes nos osteoblastos
para a produgdo de coldgeno, osteocalcina e IGFs que sdo importantes para a aposi¢do Ossea

[34, 35]. A deficiéncia de E2 conforme D’amelio etal [36] demonstrou em ratos o estimulo da

formagdo de osteoclastos por duas vias: aumento na produgdo de TNF-OL e RANKL e elevacdo no
numero de células precursoras de osteoclastos favorecendo o processo de reabsor¢do dssea. Muitos
estudos sdo realizados com o objetivo de verificar a agdo hormonal sobre o metabolismo do tecido
Osseo. Essas pesquisas sdo desenvolvidas pelo cultivo de células, animais ou humanas com
caracteristicas cancerigenas. Para o cultivo dessas células sem fendtipos cancerigenos ¢é possivel

utilizar uma cultura priméria de células humanas ou animais. Entretanto ¢ um procedimento
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complexo, uma vez que envolve a obten¢do de tecido sadio para que a cultura possa ser realizada

[11]. Alguns estudos mostram que o tecido adiposo contém uma populagio de células que se

diferenciam em viérios tipos, incluindo adipécitos, osteoblastos, mioblastos e condroblastos [37].

Mais recentemente, células-tronco com potencial de multipla linhagem foram isoladas do tecido

adiposo humano. Estas células, chamadas de células-tronco multipotentes derivadas de adipdcitos,

foram estabelecidas em cultura e mantiveram suas caracteristicas ao longo de vérias passagens [38].

As células progenitoras dos osteoblastos, assim como: os fibroblastos, as células reticulares, as

células dos vasos sanguineos e os adipdcitos sdo originados a partir de CTMs [39]. Nosso grupo

vem realizando a técnica de extracdo e cultivo de CTMs derivadas do tecido adiposo humano e a

implanta¢do dessa técnica possibilitou a diferenciagdo osteogénica servindo como um modelo de

estudo para analisar o mecanismo de acdo do HT e E2 em células osteobldsticas. Baseado nisso,

gerou a dissertagdo de mestrado intitulado “Implantagdo da técnica para diferenciagdo osteobldstica

a partir de CTMs humanas derivadas do tecido adiposo”. Em trabalho prévio, mostramos que o T3

ndao aumentou a expressﬁo de RANKL em células de Iinhagem osteoblélstica osteosarcoma de rato

ROS 17/2.8 e em células humanas MG-63, a associacio de T3 e E2 promoveu o aumento da

expressio da FA e diminuiu a expressio de RANKL [11]. Poucos estudos foram realizados

verificando se o T3 altera a expressio de RANKL e hé controvérsia em seus resultados, o trabalho

de Miura et al. [40] mostra que o T3 aumenta a expressio de RANKL enquanto Kanatani et al. [41]

mostra que o T3 ndo altera a expressio do RANKL. Desse modo, o emprego de osteoblastos

12
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humanos, originados a partir de CTMs de tecido adiposo, ¢ um modelo de estudo que produz
resultados para compreensdo do que ocorre in vivo, podendo trazer beneficios para a clinica médica
[42]. Com isso, a cultura de osteoblasto permitird avaliar a influéncia dos horménios T3 e E2 e

entender melhor o mecanismo de ativagdo osteocldstica, sendo as células ndo neoplésicas.

1.Introdu¢do 13



2. Hipotese



Visto que na literatura as doses suprafisioldgica de T3, simulando o

hipertireoidismo, e infrafisioldgica de E2, simulando a menopausa, tem agdo deletéria sobre o tecido

6sseo humano, a hipétese do trabalho ¢ que essas doses modulam a sintese proteica de RANKL e

TNF-O em osteoblastos durante 72 horas.
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3. Objetivos



3.1 Objetivo Geral

Para tanto, o objetivo geral ¢ analisar a sintese proteica de RANKL e TNF-O na

presenca de dose infrafisiolégica de E2 e dose suprafisiolégica de T3 em células osteobldsticas

derivadas do tecido adiposo humano.

3.2 Objetivos especificos

A

A

Obter CTMs a partir do tecido adiposo de pacientes submetidas a abdominoplastia ou

cirurgia baridtrica.

Caracterizar as CTMs por expressdo de marcadores do estado indiferenciado por meio de

citometria de fluxo com anticorpos especificos para cada marcador e promover a

diferenciagdo das CTMs em osteoblastos.

Caracterizar os osteoblastos por andlise quantitativa morfométrica e qualitativa

colorimétrica utilizando a matriz mineralizada, FA e osteocalcina.

Tratar as culturas de osteoblastos com os horménios (dose fisioldgica e suprafisiolégica de

E2, e dose fisiol(')gica e infrafisiolégica de T3).

Verificar a quantidade de matriz mineralizada dssea e a sintese proteica de marcadores da

estimulacio osteocldstica: RANKL e TNF-QL.

3. Objetivos 17



4. Pacientes e Métodos



4.1 Estudo in vitro

4.1.1 Obtencao de tecido adiposo

O tecido adiposo foi obtido a partir de procedimento cirurgico, de 03 pacientes do
sexo feminino, submetidas 4 cirurgia de abdominoplastia ou cirurgia baridtrica realizada no Hospital
das Clinicas de Botucatu. As pacientes que concordaram em participar da pesquisa assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice I). Como critérios de inclusio, participaram
do estudo mulheres menores de 50 anos de idade que comprovaram um status hormonal normal
para os exames de horménio estimulante da tiroide (TSH) e T4 livre. Na tabela 01 estdo

representados os exames hormonais e a idade de cada paciente.

Tabela 1. Status hormonal e idade das pacientes incluidas na pesquisa.

Pacientes Idade (HLS/: 1) '(I':glll(\jllrj
PO1 27a 1,12 0,890
P02 37a 1,24 1,18
P03 42a 1,75 0,93

Valores de Referéncia TSH: (0,4 a 4,5 plU/mL) / T4 livre: (0,7 a 1,8ng/dl).
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Figura 2. Delineamento do estudo

4.1.2 Processamento do tecido adiposo e estabelecimento da cultura de CTMs

Foi coletado 2 gramas de tecido adiposo de cada paciente, e esse tecido foi

transportado ao laboratério em meio Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) (Gibco®),

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®), 50 lg/mL de gentamicina (Gibco®)

e 0,3lg/mL fungizona (Gibco®). Apés transporte ao laboratério, foi realizada a lavagem do tecido
em PBS estéril para remogdo de todo sangue visivel. Esse tecido foi pesado e picotado em

fragmentos menores com auxilio de pinga e tesoura estéreis, sendo submetido ao processo de
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dissociagdo enzimatica. As células foram semeadas em concentragdes constantes de 1.104 células/mL
em meio DMEM com antibidtico-antimicético (penicilina, estreptomicina e anfotericina) (Gibco®)

e L-glutamina, em placas de 06 pogos (Falcon®). As placas foram incubadas a 37°C, com umidade

atmosférica controlada a 5% de CO3. As culturas foram monitoradas diariamente por microscopia

invertida (Zeiss, Oberkochen, Germany) e o meio trocado a cada 48 horas.

4.1.3 Caracterizacao das CTMs pela citometria de fluxo

Atingida a confluéncia de 80% das células, estas foram submetidas & caracterizagdo
celular pela citometria de fluxo para comprovagio do cultivo de CTMs e concomitantemente, outras
CTMs permaneceram em cultura para a diferenciagdo em osteoblastos. Os marcadores positivos de
superﬁ'cie celular utilizados na caracterizagio das CTMs foram CD90, CD105, Stro-1, Nanog e

Sox-2, bem como os marcadores negativos CD45R0O e CD117 [43]. Cada anticorpo foi incubado

com as CTMs e ressuspensas na concentragdo entre 5.105 e 5.106 células/mL, sendo o volume

aspirado de 1001lL com taxa de fluxo de 5UL/min, detectado com o programa de leitura Cel/
Quest® (Becton Dickinson). As CTMs também foram coradas com vimentina, em que foram
cultivadas em lamelas redondas (12 x 0,11mm) para isso. Primeiro, as amostras foram fixadas com
acetona durante 10 minutos, e depois lavadas com PBS em gelo e incubadas durante 30 minutos em

solu¢do de BSA a 1%. Apés este periodo, as células foram incubadas com anticorpos especificos
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durante 1 hora. Para marcagio de CTMs, utilizou-se anti-vimentina (Ratinho Monoclonal - Clone
Vim 3B4-Dako Dinamarca). Ap6s 1 hora, as células foram lavadas novamente com PBS e incubadas
com um anticorpo secundédrio (DyLight) durante 1 hora. Por fim, as células foram incubadas
durante 1 minuto com DAPI para colora¢do nuclear e a imunofluorescéncia foi visualizada

utilizando um microscépio Olympus (UTV063XC / SNJ41986).

4.1.4 Diferenciacao das CTMs em osteoblastos

Para a indugdo da diferenciagio das CTMs em osteoblastos humanos foi utilizado
meio DMEM completo com 10% de SFB acrescido de 0,1 UM de dexametasona (Sigma@), 50UM

de acido ascérbico (Gibco®) e 10 mM de B'glicerofosfato (Sigma®) durante 7, 16 e 21 dias [44].

4.1.5 Tratamento hormonal com diferentes doses de E2 e T3

Apos o periodo de diferenciagdo, os osteoblastos foram submetidos a uma deplecio
hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com SFB Charcoal Stripped
(Sigma@). As células foram divididas em grupos tratados com doses de E2 (dose fisiolc')gica:
E2F/ 10°M e dose infrafisiolégica: E2I/ 1079M) e T3 (dose fisiolégica: T3F/ 10°M ¢ dose

8
suprafisioldgica: T35/10 M), além de osteoblastos na auséncia de tratamento como controle (C). Os

22
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tratamentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas, sendo o meio de cultivo

substituido a cada 24 horas.

4.1.6 Ensaio de FA e Osteocalcina

Apés 16 dias da osteoindugdo, foi coletado 2 mL do meio de cultura e realizou-se o
ensaio de FA e osteocalcina pelo método de ensaio imunométrico, de acordo com as instrugdes do
fabricante (Cat. No. KAQ1381, LincoResearch Inc., EUA). A FA também foi corada com a pastﬂha
Sigmafast BCIP®/NBT e como controle negativo da osteoindugao foi utilizado o meio de cultura

das CTMs indiferenciadas.

4.1.7 Analise da matriz mineralizada éssea em diferentes concentracoes de

E2eT3

Apés 16 dias de osteoindugdo e tratamento com diferentes concentragdes de E2 e
T3, os osteoblastos foram lavados com PBS 1X e sua monocamada de células foi fixada com
paraformaldeido durante 20 minutos. Apds a fixacdo, as células foram lavadas com 4gua destilada e
coradas com Alizarin S Red (Sigma®) durante 5 minutos & temperatura ambiente para coloragdo da
matriz mineralizada. Posteriormente, as células foram lavadas 5X com 4gua destilada para remover
o corante. A diferenciagdo celular foi avaliada pela presenca de matriz mineralizada 6sseo e o efeito

das diferentes doses de E2 e T3 sobre sua formagdo. Quinze campos aleatérios de cada pogo foram
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otogratados com microscopio de contraste de fase e as imagens foram analisadas usando o
fotografad pio d traste de f: gens f lisad d
programa /mage /. As imagens foram convertidas em imagens de fundo branco a alto contraste para

visualizar a matriz mineralizada e marcar com drea percentual do campo.

4.1.8 Western Blot

A sintese proteica de RANKL e TNF-XX foi analisada por Western Blot. As proteinas
foram lisadas com tampao Ripa (Radioimmunoprecipitation assay: 150 mM cloreto de sédio, 1%
NP-40 ou Triton X-100, 0.5% deoxicolato de sédio, 0.1% SDS e 50 mM Tris, pH 8.0) e o
homogeneizado centrifugado a 4°C durante 20 minutos a 12000 rpm. A quantifica¢io foi realizada
segundo o método BRADFORD, de acordo com o protocolo padronizado em nosso laboratério, e
utilizaram-se as amostras contendo 25ng de protel’na. A corrida foi realizada em gel de
poliacrilamida na concentragdo de 12% de acordo com o peso molecular das proteinas analisadas.
Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini
Trans-Blot utilizando-se tampdo de transferéncia. Os sitios inespecificos de liga¢do do anticorpo
primério 4 membrana foram bloqueados mediante incubagdo com solugdo de bloqueio (leite em po
desnatado 0,5% diluido em solucdo basal: Tris-HCl 1M pH 8,0, NaCl 2,5M e Tween 20) a

temperatura ambiente sob constante agitagdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o

anticorpo primdrio nas concentragdes: anti-RANKL 1:5000 e TNF-O[ 1:1000 sob agita¢do constante

o . , o ~ o . r e .
em temperatura de 2 a 8 C overnight. Apés a incubagio com o anticorpo primério, a membrana foi

24

4.Pacientes e Métodos



incubada com o anticorpo secundaério, conjugados a peroxidase (IgG Anti-Mouse ou anti-rabbit)
utilizados na titulagdo de 1:1000 e 1:10000, respectivamente. Por fim, a imunodetec¢do foi realizada
por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as instrugdes do fabricante
(EnhancerChemi-Luminescence, AmershamBiosciences, NJ-USA). As andlises quantitativas das
bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo software Carestream Molecular Imaging 5.0

(Carestream Health, Rochester, NY, USA).

4.1.9 Analise Estatistica dos dados

Os dados foram expressos em média (n=3) + desvio padrdo. Foi utilizada a anélise
de varidncia ANOVA, complementada com o teste de 71 u](ey. As anélises foram feitas pelo

programa Grap]]Paa’ Prism 7. O nivel de significéncia considerado foi de p<0,05.
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5. Resultados



5.1 Aspectos morfoldgicos das CTMs derivadas do tecido adiposo

A Figura 3A demonstra as CTMs ap6s a fixagdo das células e antes da primeira troca
de meio de cultura, podendo observar os depdsitos de gordura apés a dissociagdo enzimdtica. A
Figura 3B apresenta as células na segunda passagem e na auséncia dos depdsitos de gordura,

apresentando morfologia fibrobléstica, caracteristica das CTMs.

Figura 3. Mostram as CTMs obtidas a partir do tecido adiposo de pacientes mulheres, observadas e tiradas as
fotos em microscépio éptico (lente de aumento de 10x). A) Nesta figura as flechas apontam para as
goticulas de gordura apés dois dias da dissociagio enzimdtica. As goticulas de gordura
permaneceram associadas as CTMs, sendo estas aderidas a superficie do pléstico em formato

alongado, cultivadas em meio DMEM completo suplementado com SFB, antibiético/antimicético e

armazenadas a temperatura de 37°C e 5% de CO32. B) Nesta outra figura, foi observado o mesmo
cultivo celular da Figura A, com as CTMs em segunda passagem, com maior ntmero,

multiplicidade, crescimento exponencial e linear, e auséncia das goticulas de gordura.
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5.2 Caracterizacao das CTMs pela citometria de fluxo

A Figura 4 mostra a expressdo dos marcadores positivos CD90, CD105, Nanog,
Sox-2 e Stro-1 (Figuras 4A, B, C, D e E) caracteristicos das CTMs, e os marcadores negativos
CD45RO e CD117 (Figuras 4F e G) que sdo marcadores hematopoiéticos. A expressio em verde do
gréfico representou o controle isotipico e em vermelho os marcadores; sendo que a expressio do
marcador dentro da linha de M1 foi considerado positivo e dentro da M2 foi considerado negativo.

Com a expressdo desses marcadores positivos e negativos podemos comprovar o cultivo de CTMs.
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M1

Figura 4. Caracterizagio das CTMs por meio da citometria de fluxo com marcadores positivos e negativos. A
expressdo em verde do gréfico representou o controle isotipico e em vermelho os marcadores; sendo
que a expressdo do marcador dentro da linha de M1 foi considerado positivo e dentro da M2 foi
considerado negativo. FL1-H e FL2-H representaram a intensidade da fluorescéncia. As Figuras A,
B, C, D e E representaram os marcadores positivos para CTMs: CD 90, CD105, Nanog, Sox-2 e
STRO-1, e as Figuras F e G representaram os marcadores negativos: CD45RO e CD117,

marcadores estes de células hematopoiéticas.

5.3 Coloracao com vimentina em CTMs

A Figura 5 mostra a imuno-marca¢do positiva das CTMs com vimentina, sendo a
expressio deste marcador frequentemente usada para caracterizar células e tecidos derivados da

mesoderma.
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Figura 5. Presenca de vimentina em CTMs derivadas do tecido adiposo humano na coloragdo imuno-
histoquimica. A) Presen¢a da proteina vimentina, em verde, no citoplasma das CTMs que
determinou o perfil fenétipo mesenquimal das células. B) Imagem da coloragdo nuclear das CTMs
realizada com marcador DAPI fluorescente em azul. C) Sobreposi¢do do citoplasma e do nucleo das

CTMs pela jungdo das imagens A e B.

5.4 Diferenciacao osteogénica

As células indiferenciadas foram expostas ao meio osteogénico durante 7, 16 e 21
dias e suas respectivas morfologias durante a diferenciagio osteogénica foram observadas (Figuras
6A, B e C) e notou-se que as células possuiam aspecto fibrotico, morfologia ctuibica, em todos os
pontos de tempo demonstraram boa adesdo ao pléstico e crescimento linear durante o ambiente de

cultura.
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Figura 6. CTMs cultivadas em diferentes dias (7, 16 e 21) em meio osteogénico composto de dexametasona,

B»glicerofosfato e 4cido ascérbico, sendo observadas em microscc’)pio invertido com aumento de
10x, nos dias 7, 16 e 21, respectivamente (Figuras A, B, C). No final da fase de osteoindugdo, as
células possuiam aspecto epitelial em forma cubica, e seu crescimento celular permaneceu constante
em todos os momentos, revelando que a osteoindugdo ndo afetou a confluéncia dos osteoblastos

maduros.

5.5 Presenca da FA e osteocalcina apds diferenciacao em osteoblastos

Como marcador 6sseo dos osteoblastos, a FA e a osteocalcina foram quantificadas
apés 16 dias de osteoindugdo. Os resultados apresentados na Figura 7 mostraram que ambas as
proteinas, FA (Figura 7A) e osteocalcina (Figura 7B), elevaram significamente seus niveis nos
osteoblastos humanos comparados as CTMs ndo diferenciadas, sendo formadores dsseos e

comprovando a caracterizagio dos osteoblastos apds sua diferenciacio celular. Também, a FA foi
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corada com a pastilha Sigmafast BCIP®/NBT (Figura 8) que evidenciou, em roxo, a presenca da

proteina em 16 dias de diferenciagéo.
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Figura 7. Presenca da FA e osteocalcina nos osteoblastos (Ost) humanos apés sua diferenciagdo em 16
dias. As Figuras A e B mostram aumento significativo da FA (valores dados em U/L) e
osteocalcina (valores dados ng/ml) nos osteoblastos humanos em relagao as CTMs (controle).
Os dados foram expressos em média (n=3) = desvio padrdo, sendo utilizado o teste t (p<0,0001%)

com nivel de significancia considerado p<0,05.

Figura 8. Imagem da FA em células diferenciadas em 16 dias. A imagem foi observada em microscépio
invertido em aumento de 10x A coloragio da FA foi realizada pela pastilha Sigmafast

BCIP®/NBT seguindo as instrug¢des do fabricante e evidenciou-se, em roxo a presenga da FA.
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5.6 Matriz mineralizada 6ssea nos diferentes dias de osteoinducao

Apés 7 dias em meio osteogénico, o inicio da mineralizagdo da matriz foi claro em
comparagdo com o das CTMs ndo tratadas no mesmo ponto de tempo (Figuras 9B e 9A,
respectivamente). No entanto, ndo foram visiveis nédulos de calcio no dia 7. As células cultivadas
em meio osteogénico durante 16 dias apresentaram nédulos de cdlcio quando comparadas com as
CTMs néo tratadas (Figuras 9D e 9C, respectivamente). Apds 21 dias, alguns ndédulos de célcio
permaneceram ainda e a matriz mineralizada foi mais prevalente do que em pontos de tempo
prévios. Todos os controlos negativos das CTMs ndo tratadas ndo apresentaram deposi¢do mineral,
matriz mineralizada ou nédulos de calcio (Figuras 9A, 9C e 9E). Foi demonstrado que as células
cultivadas em meio osteogénico durante um periodo maior, ddo origem a osteoblastos maduros.
Estes osteoblastos maduros apresentaram deposigﬁo de matriz mineralizada, formando nédulos de

célcio e foram considerados constantemente ativos devido a esta presenga.
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Figura 9.

Presenca de matriz mineralizada éssea em osteoblastos maduros. Macroscopicamente, as

células cultivadas durante 7 dias exibiram coloragdo menos intensa (B). As imagens das
células cultivadas durante 16 dias sio mostradas em D, onde foi observada a cor mais
intensa e a presenca de uma matriz mineralizada éssea com acumulagdo de nédulos de
célcio. F) A matriz e os nédulos de célcio permaneceram durante 21 dias apds a
osteoindugdo. As Figuras A, C e E mostram os CTMs que foram utilizadas como

controle negativo e ndo mostraram depdsito de matriz mineralizada dssea.

5.Resultados

34



5.7 Concentracao infrafisioldgica de E2 diminuiu a matriz mineralizada e

aumentou em concentracgao fisiologica

A matriz mineralizada dssea dos osteoblastos foi quantificada a fim de verificar o
efeito do E2 durante 72 horas de tratamento hormonal (Figura 10). Entre as diferentes
concentragdes de E2I e E2F, foi observado diminui¢do significativa de E2I em relagdo ao C e E2F, e
aumento significativo da quantidade de matriz mineralizada dssea na dose de E2F comparado a E2I

e ao C, sendo as CTMs utilizadas como controle negativo.
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Figura 10. Efeitos de diferentes doses de E2 na quantidade de matriz mineralizada éssea produzida nos
osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento hormonal. Houve diminuigéo significativa
de E2I em relagdo ao C e E2F, e aumento significativo da quantidade de matriz mineralizada em
E2F comparado a E2I e ao C. As CTMs foram utilizadas como controle negativo. Os valores
relativos da quantidade de matriz mineralizada foram obtidos determinando quinze campos
aleatérios de cada pogo, fotografados com microscépio de contraste de fase e as imagens foram

analisados usando o programa /mage /. As imagens foram convertidas em imagens de fundo
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branco a alto contraste para visualizar a matriz mineralizada éssea e marcar com drea percentual
do campo. Os dados foram expressos em média (n=3) + desvio padrdo e foi feita andlise de
varidancia ANOVA complementada pelo teste de Tukey. O nivel de significAncia considerado foi

de p<0,05™.

5.8 Concentracoes fisiologica e suprafisioldgica de T3 diminuiram a

quantidade de matriz mineralizada

A Figura 11 representa a quantidade de matriz mineralizada dssea nos osteoblastos
humanos afim de verificar o efeito do T3 em doses fisiolégica e suprafisiolo’gica durante 72 horas de
tratamento hormonal. Os resultados mostraram que a quantidade de matriz mineralizada diminuiu
significativamente nas doses de T3F e T3S em relagio ao C, sendo as CTMs utilizadas como

controle negativo.
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Figura 11. Coloragio da matriz mineralizada éssea dos osteoblastos e efeito do T3. As CTMs foram
utilizadas como controle negativo. Nas doses de T3F e T3S houve diminuigio significativa em

comparagdo ao C. Os valores relativos da quantidade de matriz mineralizada foram obtidos
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determinando quinze campos aleatérios de cada pogo, fotografados com microscépio de
contraste de fase e as imagens foram analisados usando o programa /mage J. As imagens foram
convertidas em imagens de fundo branco a alto contraste para visualizar a matriz mineralizada e
marcar com 4rea percentual do campo. Os dados foram expressos em média + desvio padrio e
para anélise de variancia foi utilizado ANOVA complementado pelo teste de Tukey. O nivel de

significAncia considerado foi p<0,05*.

5.9 Diferentes concentracoes de E2 aumentaram a sintese proteica de

RANKL e TNF-a nos osteoblastos derivados de CTMs

A Figura 12 mostra os niveis proteicos de RANKL (Figura 12A) e TNF-Q (Figura
12B) no C e em diferentes doses de E2 nos osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento.
Desta forma, nossos dados revelaram aumento significativo dos niveis proteicos de ambas as

proteinas nas doses de E2I e E2F em relagdo ao C. Abaixo das Figuras 13A e B estio representadas

as bandas da proteina RANKL e B-actina, TNF-O e B-actina, respectivamente. A B—actina foi
utilizada como controle interno da técnica de Western Blot. Os dados foram expressos em média
(n=3) = desvio padréo e submetido anédlise de varidncia ANOVA, complementada pelo teste de

Tukey. O nivel de significéncia considerado foi de p<0,05*.
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Figura 12, Efeito de diferentes doses de E2 em relagio a sintese proteica de RANKL. A) O eixo horizontal do
gréfico 12A apresenta a legenda do C (Controle), E2I (dose infrafisioldgica) e E2F (dose
fisiolégica) em comparagdo a expressdo proteica de RANKL. Houve aumento significativo em

ambas as doses de E2 em comparagdo ao C nos osteoblastos humanos durante 72 horas de
tratamento. Abaixo dos gréficos estdo representadas as bandas da proteina RANKL e da B—actina
(Figura 12A), respectivamente, sendo a B—actina utilizada como controle interno. B) Idem a
legenda do Gréfico A. Em comparagdo a sintese proteica de TNF-Ol em ambas doses de E2 houve
aumento significativo em relagdo ao C em osteoblastos humanos durante 72 horas. Abaixo dos
gréficos estdo representadas as bandas da proteina TNF-Ol e da B»actina (Figura 12B),

respectivamente, sendo a B—actina utilizada como controle interno. Os dados foram expressos em
média (n=3) + desvio padrdo e submetido andlise de variancia ANOVA, complementada pelo teste

de Tukey. O nivel de significéncia considerado foi de p<0,05*.
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5.10 Concentracao suprafisiologica de T3 aumentou os niveis proteicos de
RANKL e diminuiu a sintese proteica de TNF-0 nos osteoblastos

derivados de CTMs

A Figura 13 mostra os niveis proteicos de RANKL (Figura 13A) e de TNF-O (Figura
13B) nos diferentes tratamentos com T3 em osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento.

As concentragdes utilizadas nos grupos T3F e T3S elevaram os niveis proteicos de RANKL em

relagdo ao controle e houve diminuicdo significativa da sintese proteica de TNF-Ol em dose de T3S

comparada ao C e T3F. Abaixo das Figuras 13A e B estdo representadas as bandas da proteina

RANKL e B-actina, TNF-Q e [B-actina, respectivamente. A B-actina foi utilizada como controle
interno da técnica de Western Blot. Os dados foram expressos em média (n=3) + desvio padrdo e
submetido andlise de varidincia ANOVA, complementada pelo teste de Tukey. O nivel de

significancia considerado foi de p<0,05™.
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Figura 13. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressdo proteica de RANKL e TNF-Ol em osteoblastos

humanos derivados de CTMs do tecido adiposo. A) O eixo horizontal do gréfico representa o
controle (C), T3F (dose fisioldgica) e T3S (dose suprafisiolégica) em relagdo 4 expressdo proteica
de RANKL. Visto isso, T3 aumentou significativamente a expressio de RANKL em comparagao

ao C em ambas doses de T3F e T3S. B) O eixo horizontal do gréfico representa o controle (C),
T3F (dose fisiolégica) e T3S (dose suprafisiolégica) em relagdo a expressdo proteica de TNF-QL.
Em relagdo a sintese proteica de TNF-Ol, T3S diminuiu sua expressio em comparagdo ao C e a

dose T3F. Abaixo estdo representadas as bandas da proteina RANKL e da B-actina,

respectivamente. A B»actina foi utilizada como controle interno. Os dados foram expressos em
média (n=3) + desvio padrdo e submetido andlise de variincia ANOVA, complementada pelo teste

de Tukey. O nivel de significAncia considerado foi de p<0,05*.
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No presente estudo, analisamos a sintese proteica de RANKL e TNF-Ol nas células
osteobldsticas derivadas das CTMs humanas, reguladas pelos horménios E2 e T3, a fim de
compreender os mecanismos envolvidos na remodelagdo dssea.

Em nossos experimentos iniciais, o tecido adiposo da paciente foi fragmentado e
submetido a ag¢do da enzima colagenase para a extragdo das CTMs, sendo essas cultivadas em meio
DMEM completo para sua multiplicagdo. Todas as culturas apresentaram semelhancas bioldgicas
entre si, com boa viabilidade e cultivadas até a quarta passagem. Segundo Gimble [45], as CTMs
sdo obtidas, simplesmente, a partir do tecido adiposo humano por meio das cirurgias de
lipoaspiragdo e/ou baridtrica. Esses procedimentos cirtirgicos sio minimamente invasivos para a
saude do individuo, e estimam-se que sejam coletados, dependendo da localizagdo anat6mica,
2610 células em 300ml de tecido adiposo humano durante a cirurgia de lipoaspiragao [45-47]. A
acdo da colagenase é fundamental para digerir o coldgeno do tecido adiposo e suspender as CTMs,
fazendo o completo isolamento dessas células [48]. Segundo revisado em Wagner [49], as CTMs sdo
usadas na terapia celular moderna, pois possuem intmeras caracteristicas, entre elas, ml’lltiplas
passagens, expansdo regular, manutencdo de seus aspectos morfoldgicos durante todas as culturas,
imunossupressor na co-cultura com os linfécitos T, regenera tecidos lesados e tem capacidade de
diferenciar-se em vdrias linhagens celulares (condrécitos, midcitos, adipdcitos e osteoblastos)

estimulados por horménios e fatores de crescimento [50-53]. Além disso, no ambiente de cultura
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dessas células ndo sdo notadas diferengas em relagdo & viabilidade [54], podendo ser suplementados
antioxidantes e poucas quantidades de cdlcio no meio para melhorar esse estado [55]. Também, as
células podem permanecer com o mesmo fenétipo até vinte e cinco passagens [56].

Com o sucesso do isolamento e posterior cultivo das CTMs, mostramos a
caracterizagdo das células pela citometria de fluxo a fim de determinar seu perfil imunofenétipo,
sendo os marcadores positivos: Stro-1, CD90, CD105, Nanog e Sox2, e os marcadores negativos:
CD45RO e CD117 (Figura 4). Conforme a “Sociedade Internacional de Terapia Celular”, as CTMs
sdo caracterizadas pela aderéncia a superficie plastica, diferenciagdo em outras células e capacidade
em expressar pelo menos um dos anticorpos: CD105, CD73 e CD90, e nio expressar marcadores
hematopoéticos: CD45, CD34, CD14 ou CD11b. [43, 49, 57-60]. Os marcadores positivos, Stro-1,
CD90 e Nanog, sio encontrados amplamente na superficie celular de todo o tecido adiposo e sdo
utilizados para reconhecer células ndo diferenciadas [61]. Segundo Maleki et a/. [62], 0 CD90 possui
papel na morfologia e proliferagio das CTMs, enquanto o CD105 (endoglina) estd envolvido na
diferenciagio e migragio celular, sendo componente do TGF-B, e o Sox2 atua em sua auto-
renovacio e pluripoténcia. Contudo, os marcadores negativos, CD45RO e CD117, sido apenas
encontrados na superficie das células hematopoiéticas e em menor quantidade nos linfécitos T [54],
estando ausentes nas CTMs.

Apés o reconhecimento das células, essas foram diferenciadas em osteoblastos

humanos (Figura 6) utilizando agentes especificos tais como &cido ascérbico, dexametasona e
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B»glicerofosfato durante 16 dias, bem como dosadas a FA e osteocalcina (Figura 7), e corada a
matriz mineralizada 6ssea pelo Alizarin Red (Figura 9). Houve aumento significativo dos
marcadores dsseos, FA e osteocalcina, e formagdo da matriz extracelular com deposi¢do dos nédulos
de cdlcio. Segundo Weizhuo et al [63], o desenvolvimento das CTMs em pré-osteoblastos a
osteoblastos maduros e funcionais ¢ realizado por uma cascata de eventos intracelulares estimulados
por substancias osteoindutoras. O 4cido ascérbico ¢ um potente antioxidante protetor dos pré-
osteoblastos, pois combate os radicais livres, é co-fator do colégeno tipo I e sua deficiéncia prejudica

a diferenciagﬁo dos osteoblastos, causando diminuigﬁo na massa Ossea [64-65]. Assim, as

concentragdes de 30 a 9OUM, mais especificamente 50[IM, sdo mais utilizadas na indu¢do da
diferenciagio [65]. A dexametasona, por sua vez, é um glicocorticoide sintético que induz esse
estado, porém seus mecanismos exatos sdo desconhecidos [66], o B-glicerofosfato, o ultimo agente
osteoindutor, liga-se aos sais de fosfato para formar a hidroxiapatita no processo de mineralizacdo
dos osteoblastos maduros [67], e apdés 16 dias de diferenciagdo celular, os niveis da FA e
osteocalcina aumentam, simultaneamente, & deposi¢do de calcio. A respeito da FA, este é um
marcador bioquimico, presente na membrana dos osteoblastos e tem a¢do méxima na maturagdo
dos mesmos [68], e prontamente, a osteocalcina é uma proteina ndo coldgena com fungdo estrutural
e funcional que alcanga seus nfveis maximos na mineralizagio Gssea, atuando semelhante ao [3-
glicerofosfato na formagdo da hidroxiapatita, bem como regulando o crescimento ésseo [69,70].

Ainda segundo Kim et al [23], a liberagdo de célcio na superficie da matriz extracelular marca o
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final da diferenciagdo osteobldstica durante a fase de mineralizagdo pelo rompimento da membrana
vesicular, rica em célcio em seu interior, produzida pelos osteoblastos e liberadas no meio
extracelular.

Durante as ultimas 72 horas de diferenciagdo, os horménios E2 e T3 foram

colocados no meio de cultura, e analisada a sintese proteica de RANKL e TNF-Ol.. Com isso,
. -9 . .
verificamos que em nosso estudo, a dose E2F (10 M) aumentou a quantidade de matriz

10
mineralizada, enquanto que diminuiu na dose E2I (10 M) (Figura 10), e paralelamente a isso,

ambas doses elevaram os niveis proteicos de RANKL (Figura 12A) e TNF-OU (Figura 12B),
mimetizando o que poderia ocorrer em mulheres na menopausa em idade avangada. De acordo com

Zaidi [71], as células 6sseas estdo sob controle rigoroso do horménio E2, e em niveis normais no

organismo humano, reduz as citocinas IL-1, IL-6, TNF-Q, TGF—B e osteoprotegerina [72].
Entretanto, o mecanismo de agdo do E2 em relagdo a remodelacio éssea é desconhecido. Conforme
Tanaka et al [73], a deficiéncia estrogénica pode desequilibrar a remodelagdo dssea e levar ao
quadro de osteopenia e posterior osteoporose. No estudo de Bord et al [74], observaram o
aumento da expressio de mRNA de RANKL no tratamento E2I (10710M) em osteoblastos humanos
durante 24 horas, porém em 48 horas essa condigio nio foi observada. No estudo de Zallone [75] in
vivo, essa mesma deficiéncia levou ao aumento da expressio de RANKL e foi capaz de causar perda
da massa Ossea, que vem de encontro com nossos resultados a respeito da mineralizagdo dssea na

10
presenca de E2I, e contrérios ao estudo de Brennan er al [76] que na concentragio E2I (10 M)
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elevou significativamente a matriz mineralizada de células semelhantes aos osteoblastos, MC3T3-E1
diferenciadas em 14 dias, em comparagdo as nio tratadas. No mesmo estudo ainda, a dose E2F (10

8 e
M), aumentou a matriz, similar ao nosso resultado, entretanto em 24 horas de tratamento com E2.

De acordo com Steeve et al [77], o TNF-QOl age nas células 6sseas pelo Tumor Necrosis Factor
Receptor I (TNFRI/p55) e entra em uma cascata de eventos moleculares até a ativagdo da enzima
caspase que promove a apoptose, e pode agir também por meio do TNFRI e/ou Tumor Necrosis
Factor Receptor II (TNFRII/p75) na interagdo com o TNF Receptor Associated Factor 2 (TRAF 2)
que ativa o Factor Nuclear Kappa B (NF—kB), estimulando a osteoclastogénese. J4 o RANKL atua
nas células dsseas na ligacio com RANK, presente nos osteoclastos, e é mediado pelo TRAF 2,

TRAF 5 e/ou TRAF 6 na ativagdo da reabsor¢do dssea, sendo no TRAF 2 intensificado junto a

TNF-X. Assim, baseado em nossos resultados de que a dose E2I diminuiu a matriz mineralizada

nos osteoblastos humanos, e inversamente aumentou a sintese proteica das citocinas, podemos

especular que a reabsorgﬁo Ossea elevada observada na menopausa seja via RANKL e TNF-(, j& que
em Tanaka et al [73], relacionaram a deficiéncia dos niveis de E2 com o aumento da expressao de
RANKL e turnover 6sseo acelerado, trazendo como consequéncia a perda da massa dssea no septo
inter-radicular de molares de ratas ovariectomizadas.

Estudos anteriores mostraram que os HTs, em niveis normais, possuem agao de

diminuir citocinas como IL-6, prostaglandina E2 e RANKL [78].
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O RANKL ¢ produzido por precursores de osteoblastos e pode ser liberado na
matriz dssea ou permanecer na membrana dessas células. A reabsor¢io dssea osteocldstica,
estimulada pelo T3, ocorre na presenca dos osteoblastos, mas ndo em sua auséncia 79, 80]. Nossos
resultados mostram que doses de T3F e T3S aumentam os niveis proteicos de RANKL presente nos
osteoblastos (Figura 13A), concomitantemente com a diminui¢do da matriz mineralizada (Figura
11).

O hipertireoidismo promove a reabsor¢io dssea no organismo [78]. Assim, o
tratamento da dose T3S pode indicar aumento da atividade dssea devido ao aumento dos niveis
proteicos de RANKL nessas células, que por sua vez é responsével por agir na maturacio dos
osteoclastos favorecendo a reabsor¢do dssea. Miura et al. [40], observaram que o T3 nas diferentes

8 5
concentragdes suprafisiolégicas (10 M e 10 "M) induziu o aumento da expressio de mRNA de

RANKL em cultura primaria de células osteoblésticas de rato. O tratamento de T3S diminuiu a
sintese proteica de TNF-OL em osteoblastos humanos (Figura 13B). A vista disso, pelo tratamento

T3S diminuir 4 sintese proteica de TNF-Ol e aumentar RANKL, podemos inferir que o mecanismo
de reabsor¢io 6ssea no hipertireoidismo seja via RANKL, podendo ser demonstrado mais
detalhadamente esse mecanismo pela co-cultura com os osteoclastos, logo, nossa limitagio do
estudo.

Mesmo assim, nossos resultados trouxeram conhecimentos promissores para a

patogénese da remodelacdo ¢ssea na condi¢do clinica de desequilibrio hormonal ocorrido
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principalmente em mulheres com hipertireoidismo e deficiéncia estrogénica na menopausa, fatores

etiolégicos no desencadeamento das doengas dsseas.
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7. Conclusao



As CTMs foram obtidas a partir do tecido adiposo e diferenciadas em osteoblastos

humanos.

Em relagio ao tratamento hormonal dessas células, as doses de T3F e T3S,

diminufram a matriz mineralizada em relagio ao C, e aumentaram a sintese proteica de RANKL,

diminuindo TNF-QL.

Na dose de E2F houve aumento da matriz mineralizada comparada a dose E2I e ao

C, e ambas concentra¢des aumentaram a sintese proteica de RANKL e TNF-Q..
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APENDICE I — Aprovacao do comité de ética e Termo de

consentimento livre e esclarecido do projeto de pesquisa

— DADOS DA VERSAD DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DO ESTROGEND E DO HORMGNIO TIRECIDIAND NA EXPRESSAD GEMICA E PROTEICA DE RANKL E TNF-; EM CELULAS OSTEOBLASTICAS
DERIVADAS DO TECIDD ADIPOSO
Pesquisador Responsavel: Sarah Maria Barneze Costa

Area Tematica: e B
Versdo: 2 ._‘frf?’“"":ﬁ%?ﬁ.
CAAE: 41564915.4.0000.5411 s
Submetido em: 10/03/2013
Instituigdo Proponente: Departamente de Clinica Médica

tuacao da Versao do Projeto: Aprovado 5
Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel i \;s?,‘,».__.. e,@,?

Patrocinador Principal: Financiamento Propric

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAO 466/12-CNS-MS)

A Sra. esta sendo convidada a participar de uma pesquisa chamada “Efeito do estrogeno
e do horménio tirecidiano na expressdo génica e proteica de RANKL e TNF-a em células
osteoblasticas derivadas do tecido adiposo” que pretende verificar a agdo de dois genes junto a
esses hormonios para estudar mais especificamente o mecanismo de desenvolvimento das
doengas dsseas, entre elas a osteoporose, e assim aperfeigoar e/ou criar novos tratamentos
clinicos.

A Sra. foi selecionada a participar dessa pesquisa por ser mulher, ter entre 18 a 50 anos
de idade e estar realizando a cirurgia de abdominoplastia ou bariatrica no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Desta forma, a pesquisa consta da coleta de um fragmento seu de gordura (2 gramas)
(esta descartada em condigbes normais de cirurgia, ndo havendo prejuizos a vocé paciente)
para a utilizarmos, experimentalmente, na obtengéo das células tronco mesenquimais, que seréo
diferenciadas em células do osso para assim receberem os tratamentos hormonais e verificar a
acdo dos genes propostos. Também, havera coleta de sangue (6ml) para verificar se seus
exames estdo normais e quando o sangue for retirado, vocé podera sentir um desconforto, dor
e/ou causar hematomas.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, € seu direito e isso nédo vai interferir com
seu tratamento ou preferéncia de agendamento médico, assim como interferéncias trabalhistas.
Vocé podera retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem nenhum prejuizo.

E garantido total sigilo do seu nome e resultado do exame, em relagdo aos dados
relatados nesta pesquisa.

Vocé receberda uma via deste termo, e outra via sera mantida em arquivo pelo
pesquisador por cinco anos.

Qualquer davida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608/1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome: RG do hospital:
Endereco: Telefone: ()
Assinatura:
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