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Matos, IAF de. Efeitos biol6gicos da Chalcona T4 na osteoclastogénese: estudo in
vitro [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

RESUMO

As chalconas sdo um grupo de compostos fendlicos com inUmeras atividades
biolégicas e potencial para o tratamento de diversas doencas. Estudos clinicos
e pré-clinicos tém demonstrado a efetividade de derivados chalcdnicos naturais
e sintéticos no tratamento de doencas inflamatérias como cancer e artrite
reumatoide, e em doencas osteoliticas como osteoporose e tumores 0SSeos.
As chalconas podem modular a inflamacdo e o turnover 0sseo através de
diferentes mecanismos, incluindo inibicdo da producédo de citocinas, regulacéo
de vias de sinalizag&o intracelular, e modulagcdo da atividade de fatores de
transcricdo. Corroborando as evidéncias indicando as propriedades anti-
osteoliticas das chalconas, recentemente nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a chalcona T4, uma novo derivado chalcénico sintético, inibiu
a perda 6ssea inflamatoria em um modelo experimental de periodontite em
ratos. Apesar dos dados promissores demonstrando o potencial do composto
na modulacdo da reabsorcdo Ossea, informacdes sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na acdo da chalcona T4 sobre a diferenciacdo e
atividade dos osteoclastos ndo foram investigados. Considerando que o
entendimento dos mecanismos biolégicos de um composto pode ndo apenas
aumentar sua seguranca farmacolégica, como também indicar sua utilizacéo
para diferentes doencas que envolvam a modulacdo de alvos biolégicos
comuns, 0 presente estudo avaliou os efeitos da chalcona sobre a
osteoclastogénese, e 0s mecanismos moleculares subjacentes. A
diferenciacdo e atividade de células pré-osteoclasticas (RAW 264.7) foi
estimulada por RANKL, e as células tratadas com diferentes concentracdes da
chalcona T4, em diferentes periodos durante o processo de diferenciacao. Os
efeitos do composto sobre a diferenciacéo e atividade dos osteoclastos foram
avaliados pela coloracdo do anel de actina e determinacdo das areas de
lacunas de reabsorcéo, respectivamente. A expressdo de marcadores génicos
relacionados a osteoclastogénese (Nfatcl, Oscar, Trap, Mmp-9 e Catepsina
k),) foi avaliada por RT-qPCR, e o status de ativagéo das vias (MAPK, AKT e
NF-kB) por western blot. O potencial do composto sobre a diferenciacéao
osteogénica foi investigado utilizando células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1),
através da formacao de ndédulos de mineralizacdo (alizarin red). Os resultados
mostraram que a chalcona T4 reduziu a diferenciacdo e atividade dos
osteoclastos induzida por RANKL, suprimiu a expressao de Oscar, Trap e
Mmp-9, e reduziu a ativacdo de ERK e AKT, de maneira dose-dependente. A
formacdo de matriz mineralizada também foi estimulada marcadamente pelo
composto. Estes resultados nos permitem concluir que a chalcona T4 é capaz
de reduzir a osteoclastogénese através de efeitos mediados pela modulacéo
de vias de sinalizag&o intracelular importantes na diferenciagéo e atividade dos
osteoclastos, indicando o potencial do composto no tratamento de doencas
osteoliticas.

Palavras — chave: Chalcona. Osteoclastos. Células RAW 264.7. Peptideos e
Proteinas de Sinalizacao Intracelular.



Matos, IAF de. Biological effect of Chalcone T4 on osteoclastogenesis: in vitro
study. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

ABSTRACT

Chalcones are a group of phenolic compounds with numerous biological activities
and potential for the treatment of various diseases. Clinical and preclinical studies
have demonstrated the effectiveness of natural and synthetic chalconic derivatives in
the treatment of inflammatory diseases such as cancer and rheumatoid arthritis, and
in osteolotic diseases such as osteoporosis and bone tumors. Chalcones can
modulate inflammation and bone turnover through different mechanisms, including
inhibition of cytokine production, regulation of intracellular signaling pathways, and
modulation of transcription factor activity. Corroborating evidence indicating the anti-
osteolytic properties of chalcones, our research group recently demonstrated that
chalcone T4, a novel synthetic chalcone derivative, inhibited inflammatory bone loss
in an experimental model of periodontitis in rats. Despite promising data
demonstrating the potential of the compound to modulate bone resorption,
information on the molecular mechanisms involved in the action of chalcone T4 on
osteoclast differentiation and activity has not been investigated. Considering that the
understanding of the biological mechanisms of a compound can not only increase its
pharmacological safety, but also indicate its use for different diseases that involve the
modulation of common biological targets, the present study evaluated the effects of
chalcone on osteoclastogenesis, and the mechanisms underlying molecules. The
differentiation and activity of pre-osteoclastic cells (RAW 264.7) was stimulated by
RANKL, and the cells treated with different concentrations of chalcone T4, at different
times during the differentiation process. The effects of the compound on osteoclast
differentiation and activity were evaluated by staining the actin ring and determining
areas of resorption gaps, respectively. The expression of gene markers related to
osteoclastogenesis (Nfatcl, Oscar, Trap, Mmp-9 and Cathepsin k),) was evaluated
by RT-gPCR, and the activation status of the pathways (MAPK, AKT and NF-kB) by
western blot. The potential of the compound on osteogenic differentiation was
investigated using pre-osteoblastic cells (MC3T3-E1l), through the formation of
mineralization nodules (alizarin red). The results showed that chalcone T4 reduced
RANKL-induced osteoclast differentiation and activity, suppressed Oscar, Trap and
Mmp-9 expression, and reduced ERK and AKT activation in a dose-dependent
manner. The formation of mineralized matrix was also markedly stimulated by the
compound. These results allow to conclude that chalcone T4 can reduce
osteoclastogenesis through effects mediated by the modulation of intracellular
signaling pathways important in osteoclast differentiation and activity, indicating the
potential of the compound in the treatment of osteolytic diseases.

Keywords: Chalcone. Osteoclasts. RAW 264.7 Cells. Intracellular Signaling Peptides
and Proteins.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AKT — Proteina kinase B

AKT1 — Proteina Kinase B

Cfos — Regulador da chave macrofago - osteoclasto
ERK — Proteina kinase regulada por sinal extracelular
IL-6 — Interleucina 6

IKBa — Fator nuclear polipeptideo Kappa a

JNK — Jun Kinase

LPS — Lipopolissacarideo

MAPK — Map kinase

MMP-9 — Metalloproteinase 9

MMP-13 — Metalloproteinase 13

NFATC1 - Fator nuclear células T ativadas — citoplasmético 1
NF-Kb — Fator nuclear Kappa B

OPG — Osteoprotegerina

OSCAR — Receptor ligado a osteoclasto, regulador da diferenciacéo de osteoclastos
PI3K — Fosfoinostideo 3-quinase

PI3K-AKT

RANK-L — Ligante RANK

RAW-267.4 — Macrofagos murinos

RNA — Acido ribonucleico

TRAF6 — Receptor associado ao fator 6

TRAP — Fosfatase resistente ao tartarato

TNF-a — Fator de necrose Tumoral alfa



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..o 10
2 PROPOSICAO ..ot 16
2.1 Objetivos eSPeCifiCOS.....iiiiiiiiiiiiieecce e 16
il =10 =] H (07X 07X LT 17
4 CONCLUSAOD ..ot 39

REFERENCIAS .....ooiiiiiieee et 40

APENDICE A ..ottt 43

ANEXO A o 48



1 INTRODUCAO

Doencas Osseas, causadas pela perda ou prejuizo na qualidade do
tecido Osseo, tem se tornado uma dos maiores problemas de saude da
populacdo adultal, e estdo relacionadas principalmente com a formacéo e
atividade aumentada de osteoclastos.

Os osteoclastos séao células gigantes multinucleadas, originadas de
precursores hematopoiéticos cujo processo de diferenciacdo envolve uma série
de etapas, tais como a diferenciacdo de células fosfatase acida tartarato-
resistentes (TRAP), fusdo para formacédo de células multinucleadas, ativacdo
da reabsorcdo 6ssea e apoptose espontanea?. Este processo de diferenciacéo
€ induzido fundamentalmente por RANKL, que media a osteoclastogénese
através da sua ligacdo com o receptor RANK presente nas células precursoras.
A ligacdo de RANKL ao seu receptor RANK induz uma cascata de sinalizagao
gue envolve o recrutamento de TRAF6 e de varias vias downstream, tais como
NF-kB, MAPKs (p38 MAPK, ERK e JNK)3, bem como ativacdo de AP-1 e o
eixo Src/PI3K/Akt 4°. Estas vias de sinalizacéo, por sua vez, levam a ativacédo
de NFATcl que induz entdo a expressédo de diversos genes como MMP-9,
catepsina K, TRAP, entre outros, que estdo relacionados com a formacao e
atividade dos osteoclastos °©.

Um aumento desproporcional na diferenciacdo e atividade destas
células € um dos fatores chaves na patogénese de diversas doencas 6sseo
metabdlicas, como artrite reumatoide, osteoporose, Doenca de Paget, e as
doencas periodontais; e a reducdo destes eventos celulares através da
modulacao de citocinas, fatores de transcri¢ao e vias de sinalizac&o intracelular
envolvidas na osteoclastogénese, parece ser critico para o tratamento efetivo
dessas patologias.

Nos ultimos anos, grande avanco tem sido alcancado na terapéutica
destas desordens, como a terapia de reposicdo do estrogeno /, e o uso dos
bifosfonatos e inibidores de citocinas especificas (RANKL, TNF-a, IL-6) & mas
as opcOes ainda sdo escassas e estdo relacionadas com o aparecimento de
efeitos colaterais significantes®1° e, portanto, ndo tém sido indicados para

tratamentos em longo prazo.
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Nesse contexto, produtos naturais ou compostos sintéticos baseados
em seus analogos naturais tém despertado grande interesse em funcédo de
suas atividades biolégicas e baixa toxicidade. Estudos tém mostrado que
compostos ativos derivados de produtos naturais podem inibir a diferenciacao
e a funcdo dos osteoclastos, e dessa forma podem representar uma opcao
terapéutica interessante no tratamento ou prevencdo de doencas osteoliticas
11,12.

As chalconas, um grupo de substancias fendlicas derivadas de plantas,
estdo entre os compostos naturais que tém demonstrado potencial anti-
reabsortivo. As chalconas estdo presentes abundantemente em plantas
comestiveis, principalmente vegetais e frutas, e por possuirem um croméforo
em sua estrutura, apresentam baixo peso molecular e coloracdo amararelada.
A maioria das chalconas naturais sdo compostos aromaticos polihidroxilados,
de baixo molecular, e sdo considerados os bioprecursores de flavonoides e

isoflavonodides de cadeia aberta!? (figura 1).

Figura 1 - Estrutura fundamental das Chalconas

Ar: Anel Aroméatico

Fonte: American Chemical Society

O crescente interesse do meio cientifico sobre as chalconas se justifica
pelo fato destes compostos apresentarem uma ampla variedade de
propriedades biologicas (anticancerigena, anti-inflamatéria, antioxidante,
antimicrobiana e anti-reabsortiva) 415 e por sua seguranga farmacolégica e
auséncia de toxicidade 6.

Esses compostos possuem uma estrutura molecular simples, permitindo
modificacdes estruturais que podem alterar suas propriedades fisico-quimicas

e aumentar significativamente a poténcia e duracéo de seus efeitos biologicos
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16, Com este objetivo, de potencializar as propriedades farmacolégicas das
chalconas, diversos pesquisadores tém trabalhado na sintese e analise
biolégica de chalconas sintéticas, que além de apresentarem eficacia muitas
vezes superior as chalconas naturais 1%, apresentam um baixo custo
laboratorial e ndo tém sido associadas a efeitos secundarios.

As chalconas podem atuar sobre uma série de alvos do processo
inflamatorio, incluindo fatores de transcricdo, moléculas de adesdo, de
sinalizagao intracelular e mediadores inflamatérios 41> que sdo essenciais no
processo de ativacao e diferenciacdo dos osteoclastos, e dessa forma tém-se
mostrado uma opc¢ao terapéutica interessante em doencas inflamatorias (e.g.
doencas inflamatdrias intestinais, artrite reumatoide, sepse) "% e doencas
osteoliticas (cancer 6sseo e osteoporose) 192,

Derivados chalconicos como Xanthohumol, tém demonstrado inibir a
formacdo de células multinucleadas TRAP-positivas e das lacunas de
reabsorcdo éssea induzidas por RANKL em RAW 264.7, mostrando atuar tanto
sobre a formacgdo quanto sobre a atividade dos osteoclastos 2. Estes efeitos
parecem ser mediados pela modulacdo da expressdo génica de TRAF6, ERK,
PI3K, NFATcl e c-Fos pelo composto, bem como de genes relacionados
diretamente com os eventos reabsortivos (catepsina K e MMP-9) 22,

Outros estudos avaliando o impacto das chalconas sobre a
osteoclastogénese tém demonstrado que a modulacdo de NF-kB por estes
compostos tem um papel critico neste processo regulatério 2. A ativacdo da
via NF-kB pode induzir a producdo de genes que estimulam a diferenciacao
dos osteoclastos, favorecem sua sobrevivéncia e a reabsorcdo 6ssea, além de
ativar os fatores de transcricdo NFATcl e c-Fos, que sdo essenciais para a
diferenciacdo de osteoclastos 22. Corroborando esses estudos, autores
observaram que Cardamonin e Butein, compostos chalcénicos naturais,
reduziram a osteoclastogénese em macréfagos (RAW 264.7) através da
supressdo de NF-kB 2324, RANKL é capaz de estimular a fosforilacdo e
degradagao de IkBa, que uma vez degradado permite a translocacao nuclear e
ativacdo de NF-kB. De acordo com os resultados encontrados, as chalconas
inibiram a degradacgéo de IkBa, inibindo desta forma a ativagdo de NF-kB 2324,

Estudos avaliando a relevancia de NF-kB em doencgas osteoliticas tém

demonstrado que a ativacéo deste fator de transcricdo ndo apenas aumenta a
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atividade de osteoclastos e a perda 0ssea, como também atua diminuindo a
atividade de osteoblastos e a formacéo 6ssea 222>2°, Embora haja ainda uma
escassez de informagbes sobre os mecanismos de acao de NF-kB sobre os
osteoblastos sabe-se que este fator de transcricdo pode modular as principais
células responsaveis pelo metabolismo 6sseo (osteoblastos e osteoclastos), e
este conhecimento tem incentivado a comunidade cientifica na busca por
drogas que possam inibir a atividade de NF-kB, como uma alternativa
terapéutica para as doencas 6sseas inflamatorias.

A habilidade das chalconas de modularem a via de sinalizacdo MAPK
(p38, ERK, JNK) também parece contribuir com seus efeitos inibitérios sobre a
inflamacéo. As MAPK sdo um grupo de enzimas responsaveis pela transducao
de diversos sinais extracelulares, e promovem a fosforilacdo dos aminoacidos
treonina e serina em multipos substratos protéicos, incluindo outras enzimas,
fatores de transcricdo e proteinas ligantes ao RNA 3. Citocinas e mediadores
inflamatérios enddégenos, LPS e outros antigenos microbianos e fatores de
crescimento séo capazes de ativar as MAPKs 3. Além de exercerem papéis
relevantes no desenvolvimento e homeostasia, um grande numero de
evidéncias pré-clinicas e clinicas confirmam seu papel critico na inflamacao e
resposta imune e, consequentemente, no desenvolvimento de doencas
inflamatérias 2’. Especificamente na osteoclastogénese, as MAPKs s&o
capazes de modular a expressdo de NFATc1 e c-Fos induzida por RANKL 2829,
e sua inibicdo tem demonstrado reduzir a diferenciacdo e funcdo dos
osteoclastos 2°. Macréfagos (RAW 264.7) estimulados com RANKL e tratados
com Panduratin-A, um derivado chalconico, apresentaram uma reducdo na
expressdo dos fatores de transcricdo NFATcl e c-Fos, bem como da enzima
osteoclastica catepsina K, em nivel de mRNA e proteina, através da
modulacdo de JNK, ERK e p-38 pela chalcona, indicando o envolvimento das
MAPKSs nos efeitos inibitérios do composto sobre a osteoclastogénese .

Embora n&o haja evidéncias mostrando o envolvimento de outras vias
de sinalizacdo, como PI3K-AKT, no efeito das chalconas sobre a reabsorcao
inflamatoria, é possivel que o composto tenha alguma acdo sobre a expressao
destas proteinas intracelulares. Akt esté diretamente envolvida na regulacéo da
resposta inflamatéria, atuando como inibidor da apoptose em neutréfilos 26,

macréfagos 3! e células dendriticas 24, além de participar em outras fungées
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biolégicas destas células como a migracdo/quimiotaxia e producdo de
mediadores inflamatorios. Além disso, existem evidéncias sugerindo um papel
direto de Akt na diferenciacao e fungéo de osteoblastos e de um papel indireto
na osteoclastogénese. A inibicdo da expressdo génica de Aktl estimula a
diferenciacdo de células estromais da medula Ossea em osteoblastos,
fendbmeno associado ao aumento da expressao do fator de transicdo Runx2.
Em animais geneticamente deficientes para Aktl, além da maior diferenciacao
osteoblastica, observa-se inibicdo de formacdo e atividade de osteoclastos,
fendbmeno correlacionado com a inibicdo da producédo de citocinas RANKL e
OPG, pelos osteoclastos 3233, Desta forma, a ativagdo de Aktl pode estar
relacionada a menor formacdo e maior reabsorcdo 6ssea, sugerindo que a
inibicdo seletiva de Aktl pode ser uma estratégia terapéutica para diminuir a
perda 6ssea/favorecer o ganho 6sseo.

Baseados nas informacdes do efeito inibitério das chalconas sobre a
reabsorcdo éssea inflamatéria, nosso grupo de pesquisa avaliou as possiveis
atividades anti-osteoclasticas e anti-inflamatérias de novos derivados
chalcénicos com potencial na modulacdo da periodontite. Estas substancias
foram sintetizadas pelo laboratorio do colaborador deste trabalho, e suas
propriedades bioldgicas foram analisadas pela primeira vez pelo nosso grupo.
Entre as chalconas avaliadas nos experimentos piloto (dados néao
apresentados), a Chalcona T4 destacou-se por apresentar o melhor efeito
dose-resposta sobre os genes avaliados in vitro (maior reducao na expressao
dos genes pro-inflamatorios, obtidos com a menor concentracdo do derivado
chalconico), e potencial em reduzir a diferenciagdo osteoclastica. A estrutura

quimica da chalcona T4 esta representada na figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica da Chalcona T4

HO

(O K

(o}
(MW) = 224,25 g/mol

Fonte: Arquivo pessoal do Prof. Dr. Luis Octavio.
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Os resultados encontrados corroboram aqueles citados na literatura,
demonstrando o potencial anti-inflamatorio e o efeito inibitorio das chalconas
sobre a osteoclastogénese. A chalcona T4 foi capaz de reduzir
significativamente a expressdo dos genes inflamatorios, mesmo quando
utilizada em concentragfes tdo baixas quanto 1puM; e quando utilizada em
concentracbes maiores (10uM) reduziu a expresséo de IL-6 e MMP-13 a niveis
inferiores ao controle. Dados de estudos in vivo do nosso grupo, demonstraram
que a Chalcona T4 também reduziu a reabsorcdo in vivo, em modelo de
doenca periodontal experimental em ratos 34. Além do efeito supressivo sobre a
expressao dos genes pro-inflamatorios, a chalcona T4 destaca-se entre outros
compostos chalcénicos pela poténcia dos seus efeitos, uma vez que mais de
50% dos niveis de mRNA dos genes avaliados foram reduzidos apés
tratamento das células com 1uM do composto. Esses dados sdo superiores a
outros encontrados na literatura, em que diferentes derivados chalconicos
foram avaliados sobre a expressédo génica de mediadores inflamatérios 3233,
Esses resultados indicam o potencial anti-reabsortivo da Chalcona T4 e tem
nos motivado a investigar os possiveis mecanismos de acdo do composto,
uma vez que compreensdo de sua atividade biol6gica sobre os diferentes
mediadores inflamatérios e vias de sinalizacdo intracelular, pode indicar um
efeito promissor do composto sobre diversas doencas, especialmente aquelas
relacionadas a osteolise inflamatéria. Considerando os resultados obtidos até o
momento com a chalcona T4, este estudo tem como objetivo investigar 0s
possiveis mecanismos moleculares envolvidos em seus efeitos sobre a
osteoclastogénese. A hipotese deste trabalho é que a chalcona T4 é capaz de
inibir a diferenciacéo e atividade dos osteoclastos, através da modulacdo de
mediadores biologicos relevantes no metabolismo 06sseo, especialmente
através da supressdo das vias de sinalizacdo intracelular NF-kB, MAPKs e
PI3K-AKT.
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2 PROPOSICAO

Investigar os efeitos da chalcona sobre a diferenciagéo e atividade de
osteoclastos, bem como sua influéncia sobre mediadores bioldgicos envolvidos

na osteoclastogénese in vitro.

2.1 Objetivos especificos

Determinar os efeitos da chalcona sobre a diferenciacao e atividade de
células pré-osteoclasticas (RAW 264.7) induzidas por RANKL, através
respectivamente, da identificacdo dos osteoclastos, pela visualizacdo dos
ndcleos e anel de actina por microscopia de fluorescéncia, e determinacao da
area de reabsorcdo Ossea em placas revestidas com fosfato de calcio
inorganico. E analisados em diferentes periodos (antes e apds) em relacdo ao
estimulo com RANKL.

Determinar o efeito da chalcona sobre a expressdo génica de
marcadores de reabsor¢cdo 6ssea (Oscar, Trap, Nfatcl, Mmp-9 e Ctsk), e seu
impacto sobre a ativacdo das vias de sinalizacao (NF-kB, p38 MAPK, ERK e
AKT), por Western Blot.

Investigar o efeito osteogénico da chalcona T4 em células pré-
osteoblaticas (MC3T3-E1), através do potencial de formacdo de nodulos de

mineralizacdo 6ssea.

16
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Resumo

Justificativa e objetivo: Doencas osteoliticas inflamatérias sdo causadas pela
formacdo anormal de osteoclastos e reabsor¢do 0ssea. Chalconas sdo compostos
fenolicos formados durante a biossintese dos flavonoides, com atividade anti-
inflamatoria e antirreabsortiva. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
uma nova chalcona sintética, chalcona T4, sobre a diferenciacdo e atividade de
osteoclastos e os mecanismos moleculares subjacentes.

Material e métodos: A diferenciacdo e atividade de células pré-osteoclasticas (RAW
264.7) foi estimulada por RANKL, e as células tratadas com diferentes
concentracfes ndo citotdéxicas da chalcona T4, em diferentes periodos durante a
osteoclastogénese. Os efeitos do composto sobre a diferenciacdo e atividade dos
osteoclastos foram avaliados pela coloracdo do anel de actina e ensaio de atividade,
respectivamente. A expressdo de marcadores génicos relacionados a
osteoclastogénese (Nfatcl, Oscar, Trap, Mmp-9 e Catepsina k),) foi avaliada por RT-
gPCR, e o status de ativacdo das vias (MAPK, AKT e NF-kB) por western blot. O
potencial do composto sobre a diferenciagcdo osteogénica foi investigado utilizando
células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1), por da analise de formacédo de nédulos de
mineralizacao (alizarin red).

Resultados: Chalcona T4 reduziu a diferenciagcdo e atividade dos osteoclastos
induzida por RANKL, suprimiu a expressado de Oscar, Trap e Mmp-9, e reduziu a
ativacdo de ERK e AKT, de maneira dose-dependente. A formacdo de matriz
mineralizada também foi estimulada marcadamente pelo composto.

Conclusao: Chalcona T4 reduziu significativamente a diferenciacdo e atividade
osteoclastica induzida por RANKL modulando a acdo de ERK e AKT, e favoreceu a
diferenciac@o osteogénica in vitro, indicando o potencial do composto no tratamento

de doencas osteoliticas.

Palavras-chave: Chalcona, Osteoclastogénese, RAW 264.7, vias de sinalizacao

intracelular.
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Introducéo

A perda Ossea esta entre 0s principais problemas associados ao
envelhecimento, artrite reumatoide, osteoporose, cancer, periodontite e outras
doencas crénicas inflamatorias (1).

Diversos estudos, com objetivo de avancar na terapéutica da reabsorcéao
Ossea, tém focado sua atencdo nos detalhes moleculares deste mecanismo. A
ativagdo de osteoclastos, células multinucleadas derivadas de células
hematopoiéticas, € regulado por varios sinais moleculares desencadeados a partir
da ligacdo de RANK / RANKL. Ativacdo de TRAF6 induz, subsequentemente, a
ativacdo de fatores de inscricdo incluindo c-Fos e NFATcl, proteinas quinases
ativadas por mitogeno (MAPKSs), NF-kB, c-Src, PI3K e Akt (2). NFATc1 ativado pode
aumentar a expressdo de marcadores especificos da osteoclastogénese, como
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), catepsina K (CTSK), e
metaloproteinase de matriz (MMP)-9, que atuam em varios estagios do
desenvolvimento e ativacdo dos osteoclastos e sdo capazes de degradar
componentes inorganico e organicos do tecido ésseo (3).

Terapias medicamentosas tém sido desenvolvidas para as diversas doencas
osteoliticas, e estdo clinicamente disponiveis, incluindo drogas antirreabsortivas
como os bifosfonatos (4), terapias de reposi¢cdo hormonal (5), doxiciclina em doses
subantimicrobiana (Periostat) (6).e uso de inibidores de genes alvos especificos (e.g.
TNF-a, RANKL, esclerotin, catepsina K) (3), entretanto, o uso destes medicamentos
em longo prazo tem sido associado ao aparecimento de efeitos adversos, e por isso
tem se tornado necessario 0 desenvolvimento de terapias alternativas que
minimizem tais efeitos.

O uso de compostos naturais ou compostos sintéticos baseados em seus
protétipos naturais tem despertado grande interesse cientifico em virtude de suas
atividades bioldgicas e baixa toxicidade. Entre estes compostos, as chalconas, um
grupo de substancias fendlicas precursoras da sintese de flavondides, tem se
destacado por sua capacidade de inibir a osteoclastogénese e a reabsorcdo 0ssea,
in vitro e in vivo (7, 8).

As chalconas podem modular diversos alvos do processo inflamatorio,
incluindo fatores de transcricdo, vias de sinalizacdo intracelular e mediadores
inflamatorios (9, 10), que sdo essenciais no processo de ativagdo e diferenciacdo
dos osteoclastos, e por isso dessa forma tém-se mostrado uma opgao terapéutica
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interessante em doencas inflamatorias (e.g. doencas inflamatérias intestinais, artrite
reumatoide, sepse) (11-15) e osteoliticas (cancer 6ésseo e osteoporose) (16-18).

Corroborando as evidéncias indicando as propriedades anti-osteoliticas das
chalconas, recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou os efeitos anti-
inflamatorios e antirreabsortivos de um nova chalcona sintética, chalcona T4, sobre a
inflamacéo e reabsorcdo 6ssea em um modelo experimental de periodontite em
ratos (7). A administracdo sistémica do composto, utilizado pela primeira vez pelo
Nosso grupo, reduziu o infiltrado celular nos tecidos gengivais e inibiu a reabsorgao
0ssea alveolar induzida pela ligadura, sem causar efeitos secundarios (7). Quando
aplicado topicamente no sulco gengival de ratos periodontalmente doentes, a
chalcona T4 apresentou resultados semelhantes a aplicacdo sistémica, reducédo do
processo inflamatério e da degradacédo do tecido conjuntivo foram associados a
inibicdo da reabsorcéo 6ssea (manuscrito em revisao).

Estes resultados indicam o potencial antirreabsortivo da Chalcona T4 e tem
nos motivado a investigar os possiveis mecanismos de acdo do composto, uma vez
que a compreensao de suas atividades biologicas sobre a osteoclastogénese pode
indicar um efeito promissor do composto em outras doencas osteoliticas
inflamatorias.

Neste presente estudo, nds investigamos a dinamica de atuacdo da chalcona T4
sobre a diferenciacédo e atividade dos osteoclastos, e 0s mecanismos moleculares
subjacentes, em uma linhagem de macré6fagos murinos (RAW 264.7).

Materiais e Métodos

Chalcona T4

A chalcona foi sintetizada pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini e equipe, no
Laboratério de Quimica Verde e Medicinal, no Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Unesp. A sintese da substancia foi realizada por meio da reacédo de
condensacao de Claisen-Schmidt, com rendimentos satisfatorios (50-70%). Para a
purificacdo das substancias utilizou-se técnicas de recristalizacdo e cromatogréficas,
incluindo cromatografia em coluna de fase normal (gel de silica), cromatografia em
coluna de fase reversa (octadecilsilano) e cromatografia de permeacéao em gel (LH-
20).
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A estrutura do composto foi identificada por espectrometria de massas e
técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono treze (RMN de
1H e RMN de 13C) (figura 1 suplementar). A pureza da substancia foi determinada
por andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de

fotodiodos (CLAE-DAD), exibindo valores iguais ou superiores a 95.0%.

Efeito da Chalcona T4 sobre a diferenciacdo de osteoclastos — (microscopia de
fluorescéncia)

Foram utilizadas as células precursoras de osteoclastos RAW 264.7. As
células foram plagueadas (0,5 x102 céls/poco), em placa de 96 pogos, e cultivadas
em a-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S), na presenga de RANKL (100 ng/ml)
para diferenciacdo dos macrofagos em osteoclastos. Diferentes concentragées nao
citotoxicas da chalcona (1, 2.5, 5 e 10uM) (figura 2 suplementar), ou veiculo
(DMSO), foram acrescentados ao meio de cultura em diferentes tempos em relacao
ao estimulo de diferenciacéo (adicdo de RANKL): 30 minutos antes, 48h e 96h apés.
O meio de cultura contendo o composto e 0 RANKL foram substituidos em intervalos
de 48h, retirando-se 100 pyL com o auxilio de uma micropipeta e adicionando o
mesmo volume de meio fresco com os tratamentos propostos. As culturas foram
observadas diariamente em microscépio invertido até o término do experimento. Ao
final do periodo experimental (6° dia), as células foram fixadas e permeabilizadas
(BD Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). Em seguida, as células foram coradas com
5ug/ml de Faloidina conjugada ao fluoroforo (AlexaFluor 488 Phalloidin, Molecular
Probes, ThermoFisher Scientific), por 40 min a temperatura ambiente, e
subsequentemente com 2.5 yg/mL de 4',6-diamidino-2- phenylindole (DAPI) 5 min a
temperatura ambiente, e visualizadas em microscopio invertido de fluorescéncia
(Evos fl, AMG Micro) na objetiva de 4x. O numero de osteoclastos foi quantificado
em toda a extensdo do poc¢o, sendo considerado osteoclastos células com 3 ou mais
nacleos. O experimento foi realizado trés vezes em triplicata de maneira

independente.

Efeito da Chalcona T4 sobre a atividade de osteoclastos: ensaio de atividade
Para investigarmos o impacto da chalcona T4 sobre a atividade dos
osteoclastos, RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos revestidas com

fosfato de célcio sintético (Osteologic Corning Plate, Corning), e o estimulo com
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RANKL e tratamento com as diferentes concentracdes da chalcona T4 foram
realizadas conforme descrito no protocolo anterior, por um periodo de 6 dias,
seguindo as instru¢des do fabricante. Apos o término do periodo experimental, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 50 pl de hipoclorito de sodio a 1% por 5
min. Em seguida, os pocos foram lavados com agua Milli-Q, e as placas foram
deixadas sobre a bancada em temperatura ambiente por 24 horas para completa
evaporacdo da agua, e entdo fotografadas em microscépio invertido com camera
acoplada (Evos fl, AMG Micro) na objetiva de 10x. As &reas de reabsorcado 0ssea
foram quantificadas em toda a extenséo do poco através do software Image J. Este

experimento foi realizado trés vezes em triplicata de forma independente.

Avaliacao dos efeitos da chalcona T4 sobre a expresséao génica (RT-qPCR)
Células RAW 264.7 foram plaqueadas (3x10° cels/poco), em placa de 6
pocos, € cultivadas em a-MEM suplementado na presenca de RANKL (100 ng/ml)
para diferenciagcdo dos macrofagos em osteoclastos. Para investigarmos o efeito do
composto sobre a expressdo de marcadores relacionados a osteoclastogénese,
diferentes concentracbes da chalcona foram acrescentadas ao meio de cultura, 30
min previamente ao estimulo com RANKL (100 ng/ml). O meio de cultura contendo o
composto e/ou RANKL foi substituido em intervalos de 48h. Ao final 3° e 5° dia foi
realizada a extracdo do RNA total das células com o kit Total RNA Purification
(Cellco Biotec), de acordo com as instru¢des do fabricante. A quantificacédo e pureza
das amostras de RNA foram realizadas em espectrofotbmetro de nanovolumes
(Nanoview Plus, GE Healthcare), e o0 cDNA sintetizado a partir de 500 ng de RNA
total (High capacity cDNA synthesis kit, Applied Biosystem). A deteccdo da
expressdo génica na amostra foi realizada utilizando o sistema TagMan Fast
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; Life Technologies- Califérnia -
USA). Foi realizado o PCR para detecgdo dos genes-alvo de interesse (Nfatcl,
Oscar, Trap, Mmp-9 e Ctsk) (figura 3 suplementar) e a expressdao de GAPDH foi
utilizada para normalizac&o dos resultados, que foram analisados pelo método delta
(delta Ct). Este experimento foi realizado trés vezes em duplicata de maneira
independente. Os periodos de 3 e 5 dias foram selecionados a partir dos resultados
de experimento de time course avaliando os periodos de maior expressédo dos genes

alvos apoés estimulo com RANKL (dados ndo apresentados).
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Papel da Chalcona na ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular (Westen
Blot)

Com objetivo de investigar os efeitos da chalcona sobre a fosforilagdo das
vias de sinalizacao intracelular NF-kB, p38 e ERK MAPK, e AKT, macréfagos foram
plaqueados na concentracdo de 3x10° células/pogo com a-MEM suplementado, em
placas de 35 mm, e apds 24 horas desinduzidas com meio de cultura contendo 0,3%
de soro fetal bovino por 6 horas, e entdo estimulados com RANKL por 10 e 40
minutos, com e sem pré-tratamento (30 min antes) com a chalcona T4 em diferentes
concentragdes (1, 2.5, 5 ou 10 pyM). Ao final do periodo experimental, o meio foi
aspirado, as placas lavadas com PBS 1x e adicionado RIPA Buffer suplementado
com inibidor de fosfatase e protease em cada placa. As proteinas totais foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bio-Rad). Para realizacdo do Western Blot
foram utilizadas 20 ug de proteina total por amostra. As membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios (p-p38 #9211 Cell Signaling, p38 #9212 Cell
Signaling, p-Akt #9275 Cell Signaling, Akt #9272 Cell Signaling, p-NF-kB #3033 Cell
Signaling, NF-kB #sc8008 Santa Cruz, p-ERK #4376 Cell Signaling e ERK #9102
Cell Signaling) overnight. Os resultados foram obtidos pela analise densitométrica
das bandas e normalizados através da razdo entre a forma fosforilada e néo
fosforilada da proteina alvo. O experimento foi realizado trés vezes em duplicata de

maneira independente.

Efeito da chalcona T4 sobre a diferenciacdo osteogénica

Células pré-osteoblasticas de camundongos (MC3T3-E1) foram plaqueadas
em placa de 96 pocgos, com 3x10%® células por pocos, e cultivadas a-MEM
suplementado (10% FBS + 1% P/S), com diferentes concentracfes nao citotdxicas
da chalcona (determinadas em experimentos preliminares (figura 4 suplementar):1,
2.5, 5 e 10uM), ou veiculo, (DMSO), por 7, 14 e 21dias. Apds os periodos o meio foi
aspirado, e os pocos lavados com PBS. Em seguida as células foram fixadas com
paraformol a 4% por 60 minutos a 4°C, lavadas com agua destilada, e entédo
adicionados 50 ul da solucdo de vermelho de alizarin a 2% por 15 minutos. Apos
remocdao do corante, adicionou-se cloreto de cetilpiridinio a 10% por 10 minutos para
solubilizar os nodulo de célcio corados com vermelho de alizarin, e a solucao
transferida para uma nova placa de 96 pocos para realizacdo da leitura em

espectrofotometro a 550nm.
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Anélise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). Os resultados sdo expressos como media + erro
padrdao da média. As comparacfes estatisticas entre os grupos foram realizadas
utilizando ANOVA com testes post hoc para comparar as diferencas entre 0s grupos
experimentais e controles. A significancia estatistica foi definida em p < 0,05. Todos

0s experimentos foram realizados pelo menos trés vezes.

Resultados

Chalcona T4 inibe a diferenciacdo e atividade celular de maneira dose-
dependente, em todos os periodos analisados

Para avaliarmos o efeito cinético e uma possivel acdo dose-resposta da
chalcona T4 sobre a diferenciacdo dos osteoclastos, o composto foi adicionado ao
meio de cultura em diferentes momentos em relacéo ao estimulo com RANKL, e em
diferentes concentracdes néo citotoxicas. Os resultados demonstraram que o
estimulo com RANKL induziu a diferenciacdo dos macréfagos em osteoclastos,
dentro do periodo experimental analisado (6 dias), e que a chalcona T4 inibiu a
diferenciacéo celular de maneira dose-dependente, em todos os periodos analisados
(figura 1). Quando adicionada nos periodos iniciais do processo de diferenciacdo
(tempos | e Il), a chalcona apresentou resultados mais potentes, sendo capaz de
inibir marcadamente a osteoclastogénese mesmo quando utilizada na menor
concentracdo (1uM) (figura 1, (I, 1)), e suprimiu completamente a diferenciacao
quando utilizada nas concentragbes maiores (5 e 10uM, tempo 1) (figura 1, (1)).
Interessantemente, mesmo quando adicionada mais tardiamente (96h apds o
estimulo com RANKL, tempo Ill), a chalcona T4 foi capaz de bloquear a
osteoclastogénese quando utilizada em concentracdes maiores que 1uM (p <0.05)
(figura 1 (111)).
Paralelamente ao efeitos da chalcona sobre a diferenciacdo celular, nés avaliamos
também a habilidade de chalcona em modular a atividade dos osteoclastos. As
areas de reabsorcdo Ossea foram utilizadas para quantificar a atividade
osteoclastica. De acordo com os resultados, o estimulo com RANKL induziu a

atividade reabsortiva dos osteclastos (controle vs. RANKL, p< 0,05), como pode ser
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visto pelas lacunas de reabsorcdo nas células estimuladas com RANKL, as quais
estavam ausentes no grupo controle (figura 2 (b, I, I, 1lI)). Os dados também
demonstraram que concentracdes a partir de 2,5uM do composto, conseguiram
reduzir significativamente a atividade celular quando adicionadas previamente ao
estimulo (figura 2, (la, b)). Quando o composto foi adicionado apdés o estimulo
indutor (tempos 1l e ll), apenas a maior concentracdo (10uM) inibiu

significativamente a atividade reabsortiva dos osteoclastos (figura 2, (ll, I11)).

Chalcona T4 inibe a expressédo de genes pro-inflamatérios e de marcadores da
osteoclastogénese, e modula ativacdo de ERK e AKT

Para elucidar os mecanismos moleculares da chalcona T4 sobre a
osteoclastogénese, nds investigamos o efeito do composto sobre a expressao
génica dos marcadores (Nfatcl, Oscar, Trap, Mmp-9 e Catepsina k), e a ativacao
das vias de sinalizacdo (MAPK, AKT e NF-kB). De acordo com os resultados, o
estimulo com RANKL aumentou a expressao de todos os genes avaliados, e o
tratamento com o composto reduziu a expressdo de Mmp-9, Catepsina K e Oscar
(figura 3), de maneira dose-dependente, em ambos os periodos analisados. Os
niveis transcritos de Trap foram modulados pelo composto apenas no 5° dia apos
estimulo inicial com RANKL, e a expressdo de Nfatcl ndo foi modulada pela
chalcona em nenhum dos periodos analisados (figura 3).
Os resultados da analise densitométrica das bandas de western blot (figura 4),
indicaram que o estimulo com RANKL ativou as vias de sinalizagdo avaliadas. O
tratamento das células com a maiores concentragbes da chalcona T4, reduziu a
ativacdo de ERK (10uM), e modulou negativamente a ativacdo de AKT (5uM e
10uM), 10 e 40 minutos, respectivamente, apos o estimulo com RANKL (figura 4al,
4bll).

Chalcona T4 estimula a formacao de matriz mineralizada por osteoblastos

A manutencdo da remodelacédo O0ssea requer um delicado equilibrio entre a
sintese Ossea pelos osteoblastos e a reabsor¢cdo 0ssea pelos osteoclastos. NOs
exploramos o0s efeitos anti-osteoliticos especificos da chalcona T4, avaliando
também seu potencial na formac&o de nodulos mineralizados, utilizando a linhagem

celular pré-osteoblastica MC3T3-E1. O ensaio mostrou que a chalcona T4 aumentou
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a atividade de mineralizacdo no 21° dia de diferenciacédo, em concentracfes a partir
de 2,5uM (figura 5).

Discusséo

Chalconas naturais ou compostos chalconicos sintéticos baseados em seus
analogos naturais tém demonstrado inUmeras atividades bioldgicas, incluindo acéo
anti-inflamatoria e anti-reabsortiva. Corroborando este dados, estudos recentes do
nosso grupo demonstraram o efeito protetor da chalcona T4, uma nova chalcona
sintética, sobre a reabsorcdo 6ssea inflamatéria em um modelo de periodontite
experimental em ratos (7), entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na
acdo do composto sobre a osteoclastogénese ainda ndo foi explorado.
Considerando que este conhecimento pode indicar o potencial do composto na
terapéutica de diversas doencas osteoliticas inflamatérias, no presente estudo, nos
investigamos os efeitos da chalcona T4 sobre a diferenciacdo e atividades de
osteoclastos, e seu efeito sobre a expressdo de mediadores pré-inflamatérios e
marcados da osteoclastogénese, bem como sobre a ativacdo de vias de sinalizagao
fundamentais na reabsorcéo éssea.

Diversos estudos tém mostrado que RANKL tem um papel indispensavel na
inducdo da proliferacédo e diferenciacdo de células precursoras de osteoclastos em
osteoclastos maduros (19). A ligacdo de RANKL ao seu receptor RANK induz uma
cascata de sinalizacdo que envolve o recrutamento do fator 6 associado ao receptor
TNF (TRAF6) e de vérias vias downstream, tais como do fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-kB), proteina-quinases ativadas por mitdbgenos (MAPKS) (incluindo p38
MAPK, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase c-Jun N-terminal
(INK) (10), bem como ativacéo da proteina ativadora-1 (AP-1) e o eixo Src/PI3K/Akt
(4, 5). Estas vias de sinalizacao, por sua vez, levam a ativagdo do fator nuclear das
células T ativadas (NFATcl1) que induz entdo a expressdo de diversos genes como
MMP-9, CTSK, TRAP, OSCAR, entre outros, que estdo relacionados com a
formacdao e atividade dos osteoclastos (11).

Nossos resultados demonstraram que a chalcona T4 inibiu a diferenciagcao
das células precursoras em osteoclastos, e reduziu marcadamente a atividade
reabsortiva destas células, mesmo quando adicionada nos estagios mais tardios da
osteoclastogénese. Estes resultados foram associados a reducdo da expressao de

marcadores relacionados a diferenciacéo e atividade dos osteoclastos.
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Para termos um insight sobre as vias moleculares responsaveis pelo efeito
anti-osteoclastogénico da chalcona T4, nds investigamos a acao do composto sobre
a ativacdo das vias MAPK, NF-kB e AKT. Diversas evidéncias tém demonstrado a
implicacdo de membros da familia MAPK na diferenciagdo de osteoclastos induzida
por RANKL. Com o estimulo de RANKL, ERK e p8 sdo ativados. Estudos tém
indicado que ERK é crucial para sobrevivéncia de osteoclastos, mantendo a
polaridade celular durante o processo de diferenciacdo, e p38 esta envolvido no
processo de diferenciacdo destas células (20, 21). Além das MAPK, a via de
sinalizacdo AKT parece ter um papel indireto na osteoclastogénese, além de
estimular diretamente a diferenciacdo e funcdo de osteoblastos. Animais
geneticamente deficientes para Aktl apresentaram uma inibicdo na formacdo e
atividade de osteoclastos, fenébmeno correlacionado com a inibicdo da producéo de
citocinas RANKL e OPG, pelos osteoclastos (22, 23). Nossos resultados
demonstraram que a chalcona T4 reduziu a ativacdo de ERK e AKT, o que pode
estar associado aos efeitos inibitérios do composto sobre a diferenciacéo e atividade
dos osteoclastos.

Diversos estudos tém demonstrado que a ativacao da via NF-kB pode induzir
a producdo de genes que estimulam a diferenciacdo dos osteoclastos, favorecem
sua sobrevivéncia e a reabsorcdo 0ssea, além de ativar fatores de transcricdo que
sdo essenciais para a diferenciacdo de osteoclastos (23). Estudos in vitro e in vivo
demonstrando inibicdo da osteoclastogénese pelas chalconas, tém demonstrado
que a modulacdo de NF-kB por estes compostos tem um papel critico neste
processo regulatorio (24). Entretanto, a despeito da importancia de NF-kB para a
diferenciagéo de osteoclastos, chalcona T4 n&o inibiu a ativagéo de NF-kB induzida
por RANKL nos periodos analisados.

Interessantemente, a reducdo da diferenciacéo e atividade dos osteoclastos
pela chalcona T4 néo foi associada com a reducdo significativa na expressao génica
de NFATcl pelo composto. Isso sugere que outros mediadores e/ou mecanismos
independentes de NFATcl podem estar envolvidos nesse efeito antiosteolitico.
Comparando aos resultados que mostraram MYC, um fator de transcricdo upstream
NFATcl, funciona como uma importante molécula mediando a sinalizagédo
RANKL/RANK em osteoclastos através de mecanismos que sdo dependentes e
independentes de NFATc1, indicando que NFATc1 ndo é o unico regulador critico da

7

osteoclastogénese (27). Além disso, € importante considerar as limitacbes da
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abordagem experimental, uma vez que avaliamos apenas 0s niveis transcricionais
(mMRNA) de NFATcl, é possivel que a chalcona T4 tenha modulado os niveis
proteicos deste fator de transcricéo.

Com base nos efeitos inibitérios da chalcona T4 sobre os osteoclastos, este
estudo avaliou ainda seu efeito na diferenciacdo osteoblastica, que € outro aspecto
necessario da remodelacdo 6ssea. A formacdo de nodulos mineralizados por
osteoblastos € um método caracteristico para avaliar a eficacia de compostos
durante a osteogénese. Nossos dados mostraram que a chalcona T4 estimulou a
formacdo de nodulos mineralizados, indicando seu potencial ndo apenas na inibicdo
da osteoclastogénese, mas também na inducéo da osteogénese.

Coletivamente, nossos resultados demonstraram que a chalcona T4 suprimiu
significativamente a diferenciacdo e atividade osteoclastica induzida por RANKL, e
favoreceu a formacdo de matriz mineralizada em osteoblastos in vitro. Estes efeitos
sobre a osteoclastogénese foram mediados, pelo menos em parte, pela inativacdo
de ERK e AKT pela chalcona T4. Considerando a facilidade e baixo custo da sintese
do composto, e auséncia de toxicidade, a chalcona T4 pode ser um alternativa
terapéutica promissora em diversas doencas osteoliticas. Estudos adicionais,
explorando o papel da chalcona T4 sobre outros fatores de transcricdo e mediadores
envolvidos na diferenciacdo e atividade de osteoclastos deveriam ser conduzidos,
assim como estudos que avaliem os efeitos da chalcona T4 sobre a atividade e
diferenciacdo de osteoblastos e sobre a formacao 6ssea, tanto em ensaios in vitro

como em experimentos in vivo.
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Figura 1 suplementar: Estrutura quimica da chalcona T4.

Figura 2 suplementar: Viabilidade das células RAW 264.7 em relacdo ao controle
apos tratamento com diferentes concentracdes de chalcona T4. Células tratadas
com camptotecina (CPT) (composto indutor de apoptose) foram usadas como
controle positivo. Apenas a concentracdo de 20 uM reduziu significativamente a
viabilidade celular, avaliado através do ensaio de MTT. O experimento foi realizado
trés vezes em triplicata de maneira independente.

Figura 3 suplementar: Referéncias dos ensaios de expressdo génica (primers e
sondas pré-desenhados) do sistema TagMan utilizados.

Figura 4 suplementar: Viabilidade das células MC3T3-E1 ap0s tratamento com a
chalcona. As células foram semeadas e ap0s adesdo a placa foram tratadas com
diferentes concentracdes da chalcona, veiculo (DMSO) ou camptotecina (CPT)
durante 7 dias. Os resultados foram obtidos através da medi¢cdo da absorbancia a
490 nm em um leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices). O numero de
células viadveis nos pocos tratados com a chalcona foi estimado em relacdo ao
controle ndo tratado. De acordo com os resultados, nenhuma das concentracdes
reduziu o metabolismo celular, avaliado através do ensaio de MTT. O experimento
foi realizado trés vezes em triplicata de maneira independente.

Figura 1: Chalcona T4 reduz a diferenciacdo de osteoclastos de maneira dose-
dependente, mesmo quando adicionada até 96h apds estimulo com RANKL. As
células foram semeadas e estimuladas com RANKL (100ng/ml) e/ou tratadas com
diferentes concentracbes da chalcona T4. Em A) O gréfico de barra representa o
namero de osteoclastos por poco apos estimulo com RANKL, e tratamento com a
chalcona em diferentes tempos (I: 30 minutos antes do estimulo com RANKL, II: 48h
e lll: 96h apds o estimulo). Em B) Imagens obtidas em microscopia de fluorescéncia
(aumento de 4x), representativas da diferenciacdo dos osteoclastos induzida pelo
RANKL, apés tratamento ou ndo das células com a chalcona. As barras indicam os
valores médios e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM) de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata.

Figura 2: Chalcona T4 inibe a atividade dos osteoclasto de maneira dose-
dependente, em todos os periodos analisados. As células foram estimuladas com
RANKL e tratadas com a chalcona, como descrito anteriormente. A atividade
reabsortiva dos osteoclastos foi avaliada através da area das lacunas de reabsorcéo
nas placas revestidas com fosfato de calcio sintético. (A) (I,ILII) resultado
guantitativoda area reabsorvida pelos osteoclastos, nos diferentes periodos de
adicdo da chalcona. B) I,Il,1ll Imagens representativas da area de reabsor¢cdo apos
estimulo das células com RANKL e tratamento com o composto (aumento de 4x). As
barras indicam os valore médios e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM)
de trés diferentes experimentos avaliados em triplicata.
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Figura 3: Chalcona T4 inibe a expressado génica de marcadores 6sseos em ceélulas
RAW 264.7 estimuladas com RANKL. Efeito da chalcona T4 na expressao génica de
Oscar (A), Nfatcl (B), Trap (C), Catepsina k (D) e Mmp-9 (E). A chalcona inibiu de
maneira significante a expresséo génica de Mmp9, Cathepsin k e Oscar no terceiro e
quinto dia apds estimulo com RANKL (p<0,0001), e somente no periodo mais tardio
(quinto dia) a expressdo de TRAP. A expressao de Nfatcl ndo foi alterada pelo
tratamento com a chalcona. As barras indicam os resultados médios e as linhas
verticais o erro padrdao (SEM) de trés experimentos independentes realizados em
duplicata.

Figura 4: Chalcona T4 inibe a ativacao de vias de sinalizacéo intracelular. (A) Efeito
da chalcona na ativacdo de ERK; (B) AKT; (C) p38 e (D) NF-kB, ap6s 10 min (i) de
estimulo com RANKL ou 40 min (ii). Apés 10 minutos a chalcona inibiu a ativacédo de
Erk estimulada por RANKL, de maneira dose-dependente, e ap6s 40 minutos
reduziu a ativacdo de Akt. As barras indicam os resultados médios e as linhas
verticais o erro padrdo (SEM) de trés experimentos em duplicata. (*) indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle; (#) indica diferenca
estatisticamente significante em relacédo ao grupo RANKL.

Figura 5: Chalcona T4 aumenta a formacgdo de nédulos de matriz mineralizada.
MC3TE-E1 foram cultivados em meio osteogénico, e apds 24h tratados com as
diferentes concentracbes da chalcona T4. Em (A), os valores médios da
absorbancia ao final de cada periodo experimental (7, 14 e 21 dias). (B) imagem
representiva da coloracdo com vermelho de alizarina nos diferentes periodos
experimentais (1= 7, lI= 14, e Ill= 21 dias). Os dados s&o representativos de trés
experimentos em duplicata. (*) indica diferenca estatisticamente significante entre
as células tratadas com 5uM e os grupos controle e veiculo. (**) indica diferenca
estatisticamente significante entre as células tratadas com 10uM controle e
veiculo.
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4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nos permitem concluir que a chalcona T4 é
capaz de inibir a diferenciacdo e atividade de osteoclastos de maneira dose-
dependente, através de efeitos mediados pela modulacdo de vias de
sinalizacdo intracelular importantes na osteoclastogénese. Além disso, 0s
resultados também demonstraram que o composto é capaz de favorecer a
formacao de matriz mineralizada por células pré-osteoblasticas, indicando um
potencial osteogénico para a chalcona T4. Coletivamente, estes dados
sugerem que a chalcona T4 pode ser uma alternativa terapéutica para doencas

osteoliticas.
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APENDICE A: MATERIAIS E METODOS

CHALCONA
A substancia encontra-se depositada na compostoteca do Laboratorio de

Quimica Verde e Medicinal, Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais,
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Unesp, Sdo José do Rio
Preto. A chalcona foi sintetizada pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini,
colaborador deste projeto. A sintese da substancia foi realizada por meio da
reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt, com rendimentos satisfatérios
(50-70%). Para a purificacdo das substancias utilizou-se técnicas de
recristalizacdo e cromatogréficas, incluindo cromatografia em coluna de fase
normal (gel de silica), cromatografia em coluna de fase reversa
(octadecilsilano) e cromatografia de permeacao em gel (LH-20).

A estrutura do composto foi identificada por espectrometria de massas e
técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono treze
(RMN de 1H e RMN de 13C). A pureza da substancia foi determinada por
analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do por arranjo

de fotodiodos (CLAE-DAD), exibindo valores iguais ou superiores a 95.0%.

Efeito da Chalcona T4 sobre a diferenciacdo deosteoclastos — Coloracao
do anel de Actina (microscopia de fluorescéncia)

Foram utilizadas as células precursoras de osteoclastos RAW 264.7. As
células foram plaqueadas (0,5 x10% céls/poco), em placa de 96 pocos, e
cultivadas em a-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S), na presenca de
RANKL (100 ng/ml) para diferenciagdo dos macrofagos em osteoclastos.
Diferentes concentracdes nao citotoxicas da chalcona (1, 2.5, 5 e 10uM ), ou
veiculo (DMSO), foram acrescentados ao meio de cultura em diferentes
tempos em relacdo ao estimulo de diferenciacdo (adicdo de RANKL): 30
minutos antes, 48h e 96h apos, de acordo com a (tabela 1). Estes tempos
foram selecionados considerando que a dinamica de diferenciacdo destas
células ocorre entre o segundo e sexto dia apos o estimulo. O meio de cultura
contendo o composto e o RANKL foram substituidos em intervalos de 48h,
retirando-se 100 pL com o auxilio de uma micropipeta e adicionando o mesmo

volume de meio fresco com os tratamentos propostos. As culturas foram
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observadas diariamente em microscopio invertido até o término do
experimento. Ao final do periodo experimental (6° dia), as células foram fixadas
e permeabilizadas (BD Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). Em seguida, as
células foram coradas com 5ug/ml de Faloidina conjugada ao fluoroforo
(AlexaFluor 488 Phalloidin, Molecular Probes, ThermoFisher Scientific), por 40
min a temperatura ambiente, e subsequentemente com 2.5 pg/mL de
4' 6-diamidino-2- phenylindole (DAPI) 5 min a temperatura ambiente, e
visualizadas em microscépio invertido de fluorescéncia (Evos fl, AMG Micro) na
objetiva de 10x. O numero de osteoclastos foi quantificado em toda a extenséo
do poco, sendo considerado osteoclastos células com 3 ou mais nucleos. O
experimento foi realizado trés vezes em triplicata de maneira independente.

Quadro 1 - Condi¢cbes experimentais avaliadas de acordo com o momento incial de
tratamento das células com a chalcona T4
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Condicao experimental Periodo de adicdo da chalcona
T4 em relacdo ao estimulo com
RANKL

I 30 minutos antes

I 48h apés

i 96h apos

Fonte: Elaboragéo prépria.

Efeito da Chalcona T4 na atividade de osteoclastos: ensaio de atividade

Para investigarmos o impacto da chalcona T4 sobre a atividade dos
osteoclastos, RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos revestidas
com fosfato de calcio sintético (Osteologic Corning Plate, Corning), e 0
estimulo com RANKL e tratamento com as diferentes concentracbes da
chalcona T4 foram realizadas conforme descrito no protocolo anterior, por um
periodo de 6 dias, seguindo as instru¢cées do fabricante. Apds o término do
periodo experimental, o sobrenadante foi descartado e adicionado 50 ul de
hipoclorito de sédio a 1% por 5 min. Em seguida, os pog¢os foram lavados com
agua Milli-Q, e as placas foram deixadas sobre a bancada em temperatura

ambiente por 24 horas para completa evaporacdo da agua, e entao



fotografadas em microscopio invertido com camera acoplada (Evos fl, AMG
Micro) na objetiva de 10x. As areas de reabsorcdo 0ssea foram quantificada
em toda a extensdo do poco através do software Image J. Este experimento foi

realizado trés vezes em triplicata de forma independente.

Avaliacdo dos efeitos da chalcone T4 sobre expressdo génica de
marcadores 0sseos

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (3x10° cels/poco), em placa de 6
pogos, e cultivados em a-MEM completo na presenca de RANKL (100 ng/ml)
para diferenciacdo dos macrofagos em osteoclastos. Diferentes concentrages
da chalcona foram acrescentadas ao meio de culturaem (1, 2.5, 5 e 10uM), 30
min previamente ao estimulo com RANKL. O meio de cultura contendo o
composto e/ou RANKL foi substituido em intervalos de 48h. Ao final do 3° e 5°
dia foi realizada a extracdo do RNA total das células com o kit Total RNA
Purification (Cellco Biotec), de acordo com as instrucdes do fabricante. A
quantificacdo e pureza das amostras de RNA foram realizadas em
espectrofotometro de nanovolumes (Nanoview Plus, GE Healthcare), e 0 cDNA
sintetizado a partir de 500 ng de RNA total (High capacity cDNA synthesis Kit,
Applied Biosystem). A deteccdo da expressao génica na amostra foi realizada
utiizando o sistema TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems; Life Technologies- Califérnia - USA). Foi realizado o PCR para
detecgdo dos genes-alvo de interesse (Nfatcl, Oscar, Trap, Mmp-9 e Ctsk)
(Tabela 2) e a expressdao de GAPDH foi utilizada para normalizagao dos
resultados, que foram analisados pelo método delta(delta Ct). Este
experimento foi realizado trés vezes em duplicata de maneira independente.
Os periodos de 3 e 5 dias foram selecionados a partir dos resultados de
experimento de time course avaliando os periodos de maior expressdo dos

genes alvos ap6s estimulo com RANKL (dados nédo apresentados).

Quadro 2: Referéncias dos ensaios de expressdo génica (primers e sondas

pré- desenhados) do sistema TagMan utilizados.
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Nome do Gene Nome do Gene TagMan Gene
Expression Assays
Gapdh Mm99999915 g1
Acp5 (Trap) MmO00475698_ m1
Oscar MmO01338227 gl
Nfatcl MmO01265944 m1l
Ctsk MmO004804039_m1
Mmp-9 MmO00442991 m1l

Fonte: Elaboragéo prépria.

Papel da Chalcona na ativagcdo das vias de sinalizagcdo intracelular
(Westen Blot)

Com objetivo de investigar os efeitos da chalcona sobre a fosforilacdo das
vias de sinalizacdo intracelular NF-kB, p38 MAPK, ERK e AKT, macréfagos
foram plaqueados na concentracdo de 3x10° células/poco com a-MEM
suplementado, em placas de 35 mm, e ap0s 24 horas desinduzidas com meio
de cultura contendo 0,3% de soro fetal bovino por 6 horas, e entdo estimulados
com RANKL por 10 e 40 minutos, com e sem pré-tratamento (30 min antes)
com a chalcona em diferentes concentragdes (1, 2.5, 5 ou 10 yM). Ao final do
periodo experimental, o meio foi aspirado, as placas lavadas com PBS 1x e
adicionado RIPA Buffer suplementado com inibidor de fosfatase e protease em
cada placa. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford
(Bio-Rad). Para realizacédo do Western Blot foram utilizadas 20 pg de proteina
total por amostra, conforme protocolo descrito anteriormente. As membranas
foram incubadas com os anticorpos primarios (p-p38 #9211 Cell Signaling, p38
#9212 Cell Signaling, p-Akt #9275 Cell Signaling, Akt #9272 Cell Signaling, p-
NF-kB #3033 Cell Signaling, NF-kB #sc8008 Santa Cruz, p-ERK #4376 Cell
Signaling e ERK #9102 Cell Signaling) overnight. Os resultados foram obtidos
pela analise densitométrica das bandas e normalizados através da raz&o entre
a forma fosforilada e néo fosforilada da proteina alvo. O experimento foi

realizado trés vezes em duplicata de maneira independente.




Vermelho de Alizarin — Osteogénese

Células preé-osteoblasticas de camundongos (MC3T3-ETC1) foram
plagueadas em placa de 96 pocos, com 3x102 células por pocos, e cultivadas
a-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S + 20uM de é&cido ascorbico + 10mM
de B-glicerolfosfato + 10uM de dexametasona), com diferentes concentracdes
nao citotoxicas da chalcona (determinadas em experimentos preliminares:
concentragbes 1, 2.5, 5 e 10uM), ou veiculo, (DMSO) , por 7, 14 e 21dias.
Apbs os periodos o meio foi aspirado, e 0s poc¢os lavados gentilmente com
PBS. Em seguida as células foram fixadas com paraformol a 4% por 60
minutos a 4°C, lavadas com agua destilada, e entdo adicionados 50 ul de
solucdo de vermelho de alizarin a 2% por 15 minutos. ApGs remocdo do
corante, adicionou-se cloreto de cetilpiridinio a 10% por 10 minutos para
solubilizar os nodulo de calcio corados com vermelho de alizarin. e a solucéo
transferida para nova placa de 96 pocos para realizacdo da leitura em

espectofotbmetro a 550nm.

Andalise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido
do teste de Tukey foi utilizado para comparacdes multiplas entre os grupos. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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