71“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ”’i‘“ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

JONLENO COUTINHO PAIVA PITOMBO

IMPACTO DE ANDROGENOS NA DIFERENCIACAO E ATIVIDADE
DE OSTEOCLASTOS EM CULTURA CELULAR

Araraquara
2016



’}i“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ“*’i’ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

JONLENO COUTINHO PAIVA PITOMBO

IMPACTO DE ANDROGENOS NA DIFERENCIACAO E ATIVIDADE
DE OSTEOCLASTOS EM CULTURA CELULAR

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Odontologia — Area de
concentracdo em Periodontia, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista — UNESP, para titulo de
Mestre em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio
Coorientador: Prof. Dr. Jodo Paulo Steffens

Araraquara
2016



Pitombo, Jonleno Coutinho Parva
Impacto de andrégenos na diferenciacdo e atividade de osteoclastos
em cultura celular / Jonleno Coutinho Parva Pitombo — Araraquara:
[sn], 2016
821 ;30 cm.

Dissertagio  (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia

Ornentador: Prof. Dr. Luis Carlos Spolidornio

Coornentador: Prof. Dr. Jodo Paulo Steffens.

1. Cultura priméaria de células 2. Osteoclastoz 3. Androgénios
I Titulo

Ficha catalografica elaboradz pela Bibliotecana Marley C. Chivezoli Montzagnoli, CEE-2/5644
Servipe Tecmico de Biblioteca & Documentagio da Faculdade de= Odontologia de Araraquara / UNESP




JONLENO COUTINHO PAIVA PITOMBO

IMPACTO DE ANDROGENOS NA DIFERENCIACAO E ATIVIDADE
DE OSTEOCLASTOS EM CULTURA CELULAR

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio.
2° examinador: Profa. Dra. Ticiana Sidorenko de Oliveira Capote

3% examinador: Profa. Dra. Thallita Pereira Queiroz

Araraquara, 21 de marco de 2016.



DADOS CURRICULARES

JONLENO COUTINHO PAIVA PITOMBO

NASCIMENTO: 18 de janeiro de 1988 — Feira de Santana — Bahia.

FILIACAO: Jarleno de Paiva Pitombo

Maria do Carmo Coutinho Paiva

2007-2012: Graduagdo em Odontologia

Universidade Estadual de Feira de Santana-BA

2014-2016: Curso de Pés-Graduacdo em Odontologia
Area de Periodontia
Nivel de Mestrado



Dedico este trabalho aqueles que sdo
minha forca, meu alicerce, meu amor

verdadeiro...

Maria do Carmo Coutinho Paiva, minha mae,
Jarleno de Paiva Pitombo, meu pai,

Sheila Coutinho Paiva Pitombo, minha irma e
Jarleno Coutinho Paiva Pitombo, meu irmao.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todos os beneficios que me tens feito. A ele por prover a vida, salde,
discernimento, amparo e por me proporcionar essa oportunidade de crescimento profissional e

amadurecimento emocional.

Aos meus queridos avés, Maria de Lourdes e Waldemar por todo o amor, carinho e por cada

ligagdo com a voz cheia de saudade.

Ao Luis Carlos Leal Santana, obrigado por tudo! Vocé foi essencial para a realizacdo deste
trabalho! Nesses dois anos de convivéncia construimos uma relacdo de amizade e
companheirismo. Apesar das dificuldades que enfrentamos, sempre buscamos realizar nossas

atividades com responsabilidade e da melhor forma possivel! Pode contar comigo, sempre!

Ao Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio, obrigado por ter se disponibilizado a me orientar, por
todo apoio, incentivo e confianca. Sou grato pelos ensinamentos, conselhos, pelos momentos

de cobranca e sorrisos.

Ao Prof. Dr. Jodo Paulo Steffens, meu coorientador, obrigado pelos conhecimentos

transmitidos e colaboracdo no desenvolvimento deste trabalho.

A Sarah Conceigdo, minha amiga irma, companheira e dupla dos tempos da graduag&o.

Obrigado por me escutar, aconselhar e incentivar. Amo-te!

Ao0s meus amigos que mesmo a distancia sempre estiveram presentes...Caroline, Eliesita,

Juliana, Monique, Nedson, Paulo e Verena. Obrigado pelo carinho!

Aos amigos que ganhei em Araraquara...Dayane, Kahena e Romerito. Obrigado pela

amizade e companhia. Gragas a vocés os dias foram mais leves e divertidos!

Ao Prof. Dr. Pedro Paulo Chaves de Souza pelos ensinamentos das técnicas laboratoriais e

por todo o conhecimento compartilhado.



A todos os colegas da Pés-Graduagdo, em especial, ao Fernando Magalhées, pelo convivio e
experiéncia de vida compartilhada.

Ao Marcell Medeiros, pela paciéncia e disponibilidade em ajudar.

Aos funcionarios e a amigos do Departamento de Fisiologia e Patologia...José Zuanon e

Juliana Pirola.

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa e a Dra. Fernanda Goncgalves Basso por
disponibilizaram o laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais sempre que

necessario.

Aos Professores Doutores do Departamento de Diagnéstico e Cirurgia...Adriana
Marcantonio, Carlos Rossa Junior, Daniela Zandim, Elcio Marcantonio Junior, Silvana
Orrico, Joni Augusto Cirelli e José Eduardo Sampaio. Agradeco pela colaboracdo com

minha formacgdo como futuro professor de periodontia.

Aos funcionarios da Secdo de Pds-Graduacdo, Cristiano Afonso Lamounier e José
Alexandre Garcia por nos atenderem com gentileza, esclarecendo nossas duvidas com

paciéncia e agilidade.

Aos professores do curso de Odontologia da Universidade Estadual de Feira de Santana, em
especial a Prof. Dra. Teresinha Costa de Santana e ao Prof. Dr. Isaac Suzart Gomes Filho,

por terem sido minha referéncia no ensino e pesquisa na area de periodontia.

Aos funcionarios da Biblioteca, Maria Inés, Adriano, Eliane, Maria, Marley e Ceres, pela

disposicao em ajudar e no auxilio para a normalizacao deste trabalho.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP), na pessoa de sua Diretora, Profe. Dr2.
Elaine Maria Sgavioli Massucato e do Vice-Diretor Prof°. Dr°. Edson Alves de Campos, pelas
condic@es oferecidas para a minha formacéo académica e realizagdo desta pesquisa.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo — FAPESP, pelo apoio
financeiro para a realizagé@o desse trabalho (Processo FAPESP: 2013/12014-6).



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
concessao da bolsa de estudos (Processo CNPq: 133815/2014-5)



“MESMO QUANDO TUDO PARECE DESABAR, CABE & MIM DECIDIR
ENTRE RIR OU CHORAR, IR OU FICAR, DESISTIR OU LUTAR; PORQUE
DESCOBRI, NO CAMINHO INCERTO DA VID&, QUE O MAIS IMPORTANTE E

O DECIDIR.”

Cora Coralina



Tudo tem seu tempo determinado e ha tempo para
todo o propdsito debaixo do céu.

Ha tempo de nascer e tempo de morrer;

Tempo de plantar e tempo de colher;

Tempo de matar e tempo de curar;

Tempo de derrubar e tempo de edificar;

Tempo de chorar e tempo de rir;

Tempo de prantear e tempo de saltar;

Tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras;
Tempo de guardar e tempo de deitar fora;

Tempo de rasgar e tempo de coser;

Tempo de estar calado e tempo de falar;

Tempo de amar e tempo de aborrecer;

Tempo de guerra e tempo de paz.”

Livro de Eclesiastes 3:1- 8



Pitombo JCP. Impacto de androgenos na diferenciacdo e atividade de osteoclastos em cultura
celular [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Os mecanismos de acdo dos androgenos sobre homeostase e regulagdo das células que
participam do turnover 6sseo em fémeas ainda sé@o pouco compreendidos. Este trabalho teve
como principal objetivo avaliar a participacdo de andrégenos na diferenciacdo e atividade de
osteoclastos in vitro. Células totais de medula dssea de fémur e tibia de camundongos fémeas
foram utilizadas como fonte de células precursoras de osteoclastos, sendo cultivadas
utilizando-se a-MEM suplementado e em presenca de RANK-L (30ng/mL) e M-CSF
(50ng/mL). As células foram tratadas com testosterona (T) diidrotestosterona (DHT) e
antagonistas de receptores de hormonios sexuais, como flutamida (FLU) e fulvestranto (FUL).
O anastrozol (ANA) foi usado para inibicdo da enzima aromatase e o etanol (0,01%) foi
utilizado como controle. Apds cinco dias, as células foram fixadas, coradas com TRAP e
contadas, considerando-se células TRAP-positivas com 3 ou mais ndcleos. Para o ensaio de
atividade, foram utilizadas placas revestidas com fosfato de célcio inorganico e a area de
reabsorcdo foi calculada com o auxilio de software. O estagio de diferenciacdo osteoclastica
foi avaliado por RT-gPCR e a modulacdo da expressao de receptores para hormoénios sexuais
foi avaliada por Western Blot. Os andrdgenos (T e DHT) ndo exerceram efeitos sobre a
diferenciacédo e atividade de osteoclastos (ANOVA,; p>0,05). Por outro lado, os tratamentos
com ANA, FLU e FUL, associados ou ndo a T, regularam positivamente a diferenciacdo e
atividade de osteoclastos. A expressao génica de RANK, Catepsina K, NFATc1 e B3 integrina
ndo foi alterada pelos tratamentos propostos (ANOVA,; p>0,05). Além disso, 0s tratamentos
com T, DHT, FLU e FUL modularam a expressdo proteica do receptor de andrégeno (AR) e
dos receptores de estrogeno (ERa ¢ ERB) por Western Blot. Tomados em conjunto, nossos
resultados indicam que os andrégenos exercem limitada participacdo na diferenciacdo e
atividade de osteoclastos de camundongos fémeas e que este processo é mediado, a0 menos
em parte, por acdes indiretas da T e pela modulagédo de receptores de hormdnios sexuais.

Palavras-chave: Cultura Priméria de Células. Osteoclastos. Androgénios.



Pitombo JCP. Impact of androgens in differentiation and activity of osteoclasts in cell culture
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

The action mechanisms of androgens on homeostasis and the regulation of cells that
participate in bone turnover in females are still poorly understood. This study had as main
objective to evaluate the participation of androgens in the differentiation and activity of in
vitro osteoclasts. Total bone marrow cells from femur and tibia of female mice were used as a
source of precursor cells of osteoclasts, they were cultivated using supplemented o-MEM and
in the presence of RANK-L (30ng/mL) and M-CSF (50ng/mL). The cells were treated with
testosterone (T), dihydrotestosterone (DHT) and antagonists of sexual hormone receptors such
as flutamide (FLU) and fulvestrant (FUL). Anastrozole (ANA) was used for inhibiting the
aromatase enzyme and ethanol (0.01%) was used as a control. After five days, the cells were
fixed, colored with TRAP and counted, considering TRAP-positive cells those ones
containing 3 or more nuclei. For the activity assay, were used plaques covered with inorganic
calcium phosphate and the area of reabsorption was calculated with the assistance of a
software. The osteoclast differentiation stage was evaluated by RT-gPCR and the modulation
of the expression of receptors for sexual hormones was assessed by Western Blotting. The
androgens (T and DHT) did not exert effects in differentiation and activity of osteoclasts
(ANOVA, p> 0.05). On the other hand, the treatments with ANA, FLU and FUL, associated
or not to T, positively regulated the differentiation and activity of osteoclasts. The genic
expression of RANK, Cathepsin K, NFATc1 and B3 integrin was not altered by the proposed
treatments (ANOVA, p> 0.05). Moreover, the treatments with T, DHT, FLU and FUL
modulated the protein expression of the androgen receptor (AR) and of the estrogen receptors
(ERa and ERP) by Western Blotting. Taken together, our results indicate that the androgens
exert limited participation in differentiation and activity of osteoclasts of female mice and that
this process is mediated, at least in part, by indirect actions of T and by the modulation of
sexual hormone receptors.

Keywords: Primary Cell Culture. Osteoclasts. Androgens.
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1 INTRODUCAO

Os androgenos exercem a funcdo primaria de regulacdo do sistema reprodutivo, sendo
essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas sexuais e manutencdo das funcdes
reprodutivas, sobretudo no género masculino. Além disso, estdo envolvidos na
formagao/manutencéo do esqueleto e no equilibrio homeostatico do organismo em ambos 0s
géneros (Mooradian et al.%”, 1987; Riggs et al.*?!, 2002). A deficiéncia androgénica em
mulheres pode ser causada por uma série de fatores, incluindo ovariectomia, quimioterapia,
radioterapia de ovario, uso de contraceptivos orais e cortisona, estresse agudo e doencas
cronicas (Guay, Davis®®, 2002), podendo causar alteragdes na funcio sexual, perda de massa
muscular, reducdo da densidade mineral éssea e aumento do risco de fraturas (Manolagas et
al.%, 1995; Shifren et al.'*!, 2000; Bachmann et al.®, 2002).

Por outro lado, niveis elevados de androgenos em mulheres podem ser causados pela
sindrome de ovérios policisticos (Morgante et al.%, 2015), hiperplasia adrenal congénita
(Krysiak et al.”®, 2016), tumores nos ovarios ou nas glandulas adrenais (Glintborg et al.>?,
2015) e utilizacdo de esteroides anabolizantes sintéticos com finalidades estéticas ou para
melhorar o desempenho esportivo de forma ilicita (Nieschlag, Voronal®®, 2015). Neste
sentido, niveis suprafisioldgicos de andrégenos estdo associados com alteracbes na funcao
reprodutiva e sexual, mudangas no comportamento/humor, aumento do ténus muscular,
hipertensdo, risco cardiovascular, dislipidemia e resisténcia a insulina (Davis®?, 1999;
Franquni et al.*8, 2013; Knobf et al.®’, 2016, Nieschlag, Vorona!®, 2015, Onakomaiya,
Henderson!®, 2016). Além disso, o tratamento hormonal com andrégenos em homens
transexuais, estd associado com o aumento da massa muscular e do turnover dsseo (Van
Caenegem et al.®, 2015). De modo geral, os andrégenos s&o criticos para o desenvolvimento,
manutencdo do esqueleto e equilibrio homeostético, estimulando a formacdo e inibindo a
reabsorcio Ossea, sobretudo no género masculino (Horstman et al.%8, 2012). Evidéncias
mostram que a testosterona (T) possui um efeito modulador negativo sobre citocinas pro-
inflamatdrias e exercem influéncia sobre células do sistema imune (Ferrucci et al.*, 2005),
estando associada a perda Ossea periodontal em homens com hipogonadismo (Steffens et
al.0, 2015). Apesar da acdo dos androgenos sobre o metabolismo 6sseo nas mulheres no
estar totalmente esclarecida (Vanderschueren et al.!®®, 2004), sugere-se que a deficiéncia
desses hormonios esteja associada a reducédo da densidade mineral dssea e aumento do risco

de fraturas (Shifren et al.***, 2000; Bachmann et al.5, 2002). E bem estabelecido que a redugéo
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dos niveis de estrogeno em mulheres pds-menopausadas, assim como baixos niveis de T em
homens, estdo associados ao desenvolvimento de osteoporose (Tirabassi et al.1*’, 2014; Seven
et al.’?’, 2016). Atualmente, a terapia de reposicio hormonal com T em mulheres é um
assunto controverso, devido aos possiveis efeitos colaterais e discussdes sobre o0s reais
beneficios dos andrégenos sobre a prevencdo da perda de massa 6ssea no género feminino
(Davis, Wahlin-Jacobsen®3, 2015).

Os hormonios esteroides sexuais podem regular o metabolismo 6sseo por acao direta
elou indireta sobre osteoblastos e osteoclastos (Bellido et al.°, 1995; Liu et al.®?, 2007;
Leblebicioglu et al.’®, 2013; Steffens et al.’*°, 2014). Algumas evidéncias apontam que a
diminuicdo dos niveis de androgenos e estrdgenos disponiveis aumenta o tempo de vida de
osteoclastos e favorece a apoptose de osteoblastos, induzindo o desequilibrio entre formacéo e
reabsorcdo dssea (Manolagas et al.%”, 2002). No entanto, o efeito direto dos androgenos sobre
osteoclastos sdo controversos (Sinnesael et al.134, 2015; Ucer et al.**°, 2015).

Apesar da plausibilidade biol6gica da participacdo ativa de hormdnios androgénicos na
regulacdo do metabolismo 6sseo associado a doenca periodontal e osteoporose em homens,
assim como do seu efeito regulador sobre osteoblastos e osteoclastos, 0s mecanismos de acao
dos andrégenos sobre a homeostase e regulacdo do turnover 6sseo em fémeas ainda sdo pouco
compreendidos.

Em vista do exposto e da necessidade de estudos sobre o tema, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito dos hormonios androgénicos sobre a diferenciacdo, atividade e modulagédo
da expressdo de receptores para hormdénios sexuais em cultura de osteoclastos de

camundongos fémeas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta secdo apresenta o embasamento tedrico que fundamentou a pesquisa, Seus
conceitos e os principais estudos relacionados.

2.1 Definicdo e Sintese dos Hormonios Esteroides Sexuais

A biossintese dos hormonios esteroides sexuais ocorre a partir do colesterol, que pode
ser encontrado no organismo em sua forma esterificada e livre. Os ésteres de colesterol séo
convertidos em sua forma livre e posteriormente em pregnenolona, que € um precursor dos
horménios esteroides. Além disso, a regulacdo da biossintese hormonal esta sob controle do
eixo hipotalamo-pituitaria via gonodotrofinas (horménio foliculo estimulante (FSH) e
hormbnio luteinizante (LH)). A secrecdo das gonodotrofinas, por sua vez, € regulada pelo
horménio liberador de gonodotrofina (GnRH), o qual estimula a produgdo de hormonios
esteroides gonadais. Com o envelhecimento, ocorre uma diminui¢do na producdo de GnRH
acarretando na reducdo dos niveis de testosterona, podendo levar a alteracdes fisioldgicas e
patoldgicas, sobretudo no género masculino (Baulieu et al.8, 1963; Zhang et al.’®®, 2013;
Manna et al .8, 2015).

Os horménios esteroides sexuais podem ser classificados em androgenos, estrogenos e
progestagenos. Em relacdo aos andrdgenos, estes incluem a androstenediona, androstenediol,
testosterona (T) e a dihidrotestosterona (DHT). A T é o principal horménio androgénico,
sendo sintetizada pelas células de Leydig nos testiculos (no homem), nas células da teca e do
estroma ovariano (na mulher) e pelo cértex adrenal em ambos. Em mulheres, o principal
horménio androgénico é a androstenediona, a qual é produzida ciclicamente pelos ovarios até
a menopausa. Porém, T e DHT sdo os andrdégenos mais potentes, produzidos a partir de
precursores secretados pelos ovarios/cortex adrenal e por acdo da enzima 5a-redutase,
respectivamente (Vanderschueren et al.»*°, 2004; Guay, Davis>*, 2002).

Os hormonios esteroides sexuais ligam-se reversivelmente a proteinas carreadoras no
plasma, que os transportam e distribuem para células-alvo, onde exercem sua acdo através da
ligagdo a receptores localizados na superficie celular. Por serem substancias lipofilicas,
podem atravessar a membrana plasmatica por difusdo simples e ligar-se a receptores
intracelulares (Nemere et al.1%?, 2003). Aproximadamente 45% da T, o principal andrégeno
presente na circulacdo no género masculino, encontra-se ligada a globulina ligadora de

horménios sexuais (SHBG), porém apenas a fracdo nao ligada é considerada bioativa. Além
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disso, T pode ser encontrada em sua forma livre ou fracamente ligada com outras proteinas
plasmaticas, principalmente a albumina. (Dunn et al.*, 1981; Callewaert et al.l’, 2010).
Apenas a fracdo da T que ndo ¢ ligada a SHBG pode ser convertida em seu metabdlito mais
ativo e ndo aromatizavel, 5-a diidrotestosterona (DHT), sob ac¢do enzimatica da Sa-redutase.
A DHT liga-se ao receptor de andrdgeno (AR) com mais afinidade e especificidade, sendo por
iIsso metabolicamente mais ativa que a testosterona. DHT difere de T pela auséncia de uma
unica ligacdo dupla, o que proporciona um aumento da sua afinidade para o AR e reduz a taxa
de dissociacdo em relacdo a T (Gimpl et al.%!, 2002; Mariotti, Mawhinney®®, 2013). Além
disso, T pode ser aromatizada em 17 beta-estradiol (E2, principal estrogeno) pela acdo da
enzima P450 aromatase, a qual esta presente em muitos tecidos periféricos, incluindo o tecido
6sseo (Davison, Davis®, 2003). O E; pode atuar através de receptores de estrégeno (ER) a e B
(Rochira et al.'?2, 2015). Estudos evidenciam que o receptor de membrana acoplado a proteina
G (GPR-30) é também um receptor de estrogeno funcional (Revankar et al.*?°, 2005; Sharma,
Prossnitz!?, 2016). O esquema simplificado do metabolismo da testosterona esta representado

na Figura 1.

Figura 1 — Esquema simplificado do metabolismo da testosterona.

™,

DHT  / 17p- estradiol

Receptor de Androgeno Receptor de Estrogeno
AR ERa/ERB/GPR-30

Fonte: Adaptado de Vanderschueren et al.’>3, 1998.
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2.2 Os Hormoénios Esteroides Sexuais Exercem seus Efeitos Bioldgicos através da
Ligacdo a Receptores Nucleares

Os horménios esteroides sexuais regulam a diferenciacdo e induzem varias respostas
fisioldgicas em organismos eucaridticos. A resposta bioldgica aos horménios € desencadeada
por meio da sua interacdo com receptores nucleares (Chang et al.?°, 1988). Os receptores
nucleares constituem uma superfamilia de proteinas que se ligam a horménios especificos e
atuam como fatores de transcri¢cdo para determinados genes. Os hormonios esteroides sexuais
ao se ligaram ao seu receptor, ativam regides especificas no DNA, chamadas de elementos de
resposta hormonal (HRE), que estdo localizados na regido promotora dos genes alvo. Os
receptores nucleares sdo compostos de trés dominios estruturais independentes: o dominio
NH. terminal ou A/B, que contém o dominio de transativacdo independente do ligante AF-1;
o0 dominio C ou de ligacdo ao DNA altamente conservado, com dois dedos de zinco; e o
dominio de ligacdo ao ligante ou D/E/F N-terminal variavel, o qual apresenta o dominio AF-2
onde se liga proteinas de choque térmico e co-reguladoras (Figura 2) (Nilsson et al.1%, 2001;
Speirs, Walker!3, 2007, Tan et al.}4, 2015).

A ligacdo de um hormdnio com o seu receptor inicia um processo de transducdo de
sinal, que consiste em uma série de eventos que resultam em respostas celulares que podem
ser divididas em duas categorias: (a) respostas gendmicas que sao caracterizadas por alteracdo
na transcricdo génica, necessitando de um tempo maior para alterar o comportamento celular
e, (b) respostas ndao genbmicas, resultantes de rédpidos eventos de sinalizacdo, como a
interacdo com receptores de membrana (como o0s receptores transmembrana acoplados as
proteinas G) e/ou modulacdo do influxo de calcio (Prossnitz et al.'*8, 2008; Wang et al.*®,
2014).

Os hormonios esteroides sexuais circulam na corrente sanguinea principalmente ligados
a proteinas plasmaticas. A fracdo hormonal livre pode entrar na célula por difusdo simples e
ligar-se aos receptores localizados no citoplasma e/ou no nicleo (Laurent et al.”, 2014). A
ligacdo entre 0 hormdnio e o seu receptor promove a formagdo do complexo horménio-
receptor ativado que se liga com alta afinidade e especificidade com as sequéncias especificas
de nucleotideos no DNA, levando & ativacdo e transcricio do RNAm. A regulacdo da
transcrigdo génica pelo complexo hormdnio-receptor parece ser a principal acéo biologica dos

hormdnios esteroides sexuais (Nemere et al.’%?, 2003; Mariotti, Mawhinney®, 2013).
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Figura 2 — Esquema representativo dos dominios estruturais dos receptores nucleares. O
dominio A/B na regido terminal NH, contém o sitio de interagdo dos fatores de transcri¢do
(AF-1). O dominio C/D de ligacdo ao DNA. O dominio E/F contém a regido de ligacdo ao
ligante, bem como o dominio AF-2 que séo sitios que se ligam com proteinas co-ativadoras.

A/B C [ D E K

AlF-1 DMNA Ligand AF-2

Fonte: Nilsson et al.1%, 2001

2.2.1 Receptor de andrdégeno

A acdo dos androgenos € mediada pelo receptor de androgeno (AR) que é um membro
da superfamilia de receptores nucleares, codificado por genes localizados no cromossomo X
(De Gendt et al.>®, 2004). A ligacdo de T ou DHT promove alteragdes conformacionais no AR
e recrutamento de proteinas co-ativadoras que permitem a interacdo do receptor com
Elementos Responsivos aos Androgenos (ARES) em varios genes alvo, sendo que a DHT
liga-se com mais afinidade ao receptor. A formagdo do complexo hormonio-receptor promove
a dissociacdo das proteinas chaperonas de choque térmico (HSPs), conduzindo a interacdo
entre os dominios NH2 terminal e o dominio C/D de ligagdo ao DNA. Uma vez ativado, ocorre a
fosforilacdo e dimerizacdo do receptor com subsequente translocacdo para o nucleo, onde
liga-se com AREs na regido promotora dos genes alvo, caracterizando, deste modo, uma
resposta gendmica (Kimura et al.®%, 2007; Li, Al-Azzawi’®, 2009; Tan et al.}*, 2015). Além
disso, os androgenos podem influenciar a expressdo de uma variedade de genes que néo
contém AREs, envolvendo efeitos indiretos por modulagdo de fatores de transcrigdo,
interacOes diretas proteina-proteina com o AR ou por interacbes mediadas por proteinas co-
reguladoras (Lee, Chang’’, 2003). Ressalte-se, também, que os andrégenos podem exercer sua
acdo mediante rapidas respostas ndo genémicas, caracterizadas pela ativacdo de cascatas de
transducéo de sinal e producdo de segundos mensageiros, incluindo o aumento intracelular de
calcio livre e ativacdo da proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC) e proteina
quinase ativa por mitégeno (MAPK). Assim, 0 AR ¢ capaz de ativar vias de sinalizacdo como
MAPK/ERK através de um mecanismo independente da atividade transcricional e dessa

forma, exercer seus efeitos biologicos (Li, Al-Azzawi’®, 2009).
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Os ligantes para 0 AR sdo classificados em agonistas e antagonistas, de acordo com a
capacidade de ativar ou inibir a transcri¢cdo de genes alvo, modulando a fungéo do receptor
(Tan et al.1*®, 2015). Antiandrogenos sdo ligantes do AR que antagonizam a agdo hormonal
por competir pelo sitio de ligacdo do receptor, podendo ser classificados em esteroidais ou
ndo-esteroidais. Os antiandrégenos esteroidais possuem limitada aplicacéo clinica devido seus
efeitos adversos, o que levou ao desenvolvimento de farmacos n&o-esteroidais como a
flutamida (FLU) (Singh et al.*33, 2000), a qual é principalmente utilizada para o tratamento do
cancer de prostata avancado (Nakai et al.?°, 2015). A FLU compete pelo sitio de ligacio do

AR, bloqueando a a¢do enddgena e exdgena da T e/ou DHT (Singh et al.1*3, 2000).

2.2.2 Receptor de estrdgeno

Os efeitos bioldgicos dos estrogenos sdo mediados por receptores hormonais. O
primeiro clone do receptor de estrogeno, denominado ERa, foi identificado a partir da
linhagem celular MCF-7 de tumor de mama (Green et al.>®, 1986). Anos depois, uma segunda
isoforma do receptor foi identificada em camundongos, ratos ¢ humanos e denominado ER
(Kuiper et al.”?, 1996). Receptores de estrdgeno (ERS) a e B pertencem a uma superfamilia de
receptores nucleares que compartilham caracteristicas estruturais comuns e que atuam como
fatores de transcricdo, estando localizados no citoplasma ou ndcleo (Nilsson et al.1%, 2001).

ERa e ERP apresentam homologia genética, contendo aproximadamente 90% de
sequéncias idénticas de aminoacidos no dominio de ligacdo ao DNA. Porém, existem
diferengas em relacdo ao dominio NH2 terminal, o qual codifica uma funcdo de ativacdo
independente do ligante (AF-1), contendo aproximadamente 55% de sequéncias idénticas de
aminoacidos. O dominio AF-1 do ERa é mais ativo na estimulagdo da expressdo génica a
partir de uma variedade de elementos de resposta a estrogénio (ERES) quando comparado ao
ERp. Devido a essa diferenca no dominio NH> terminal, esses dois subtipos podem responder
ao estradiol com afinidades diferentes em determinados tecidos-alvo (Kuiper et al.”*, 1997).

A via genémica de acdo do receptor de estrogeno envolve a ligacdo do hormonio ao
receptor, induzindo mudangas conformacionais no dominio de ligacdo do receptor,
dissociacdo de HSPs e recrutamento de proteinas co-ativadoras. As HSPs formam complexos
com os receptores localizados no citoplasma ou no ndcleo, contribuindo para a alteracdo na
conformacao e ativacdo dos mesmos. A ligacdo do hormdnio ao receptor induz a dissociagdo
destes complexos, levando a formacdo de homodimeros ou heterodimeros (dimerizacdo) que

migram para o nlcleo e ligam-se diretamente ao DNA da célula por meio da interacdo com
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EREs localizados na regido promotora dos genes alvo (Nilsson et al.1%, 2001; Hall et al.®,
2001). Além disso, a ativacdo do ER pode regular a expressdo génica sem ligar-se diretamente
ao DNA e independente da ligacdo com EREs, envolvendo a modulacdo de fatores de
transcricdo que interagem diretamente com o complexo hormdonio-receptor (Bjornstrom,
Sjoberg®?, 2005).

A via ndo genbmica é mediada através de ERs associados a membrana, sendo
caracterizada por uma resposta rapida ao estimulo hormonal e que ndo depende da ativacdo do
RNA e sintese proteica, sendo frequentemente associada a varias cascatas de proteinas
quinases (Arpino et al., 2008). Nesse contexto, um terceiro receptor de estrdgeno
denominado de receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPR30) medeia répidos eventos
de sinalizacdo celular em resposta ao estimulo hormonal, envolvendo quinases, canais ibnicos
e segundos mensageiros (Marino et al.®, 2006; Wang et al.'*®, 2014; Sharma, Prossnitz?¢,
2016).

A atividade dos ERs também pode ser modulada pela acdo de farmacos antagonistas
como o fulvestranto (IC 182.780), o qual € utilizado como tratamento adjuvante do cancer de
mama em pacientes com progressio da doenca apds terapia anti-estrogeno (Ciruelos et al.?,
2014). O fulvestranto (FUL) é um antagonista competitivo do ER, atuando de maneira dose
dependente e ndo possuindo qualquer atividade agonista. A agdo do IC 182.780 ocorre por
blogqueio da dimerizacdo e transcricdo génica, promovendo a reducdo dos niveis celulares do
ER (Howell®®, 2006). Em contrapartida, atua sobre receptores GPR30 estimulando a
proliferacdo e migracdo de células cancerigenas (Pandey et al.!'® 2009), agindo como
agonista para esses receptores (Prossnitz et al.}*8, 2008).

Sabe-se que a ativacdo dos ERs também pode ocorrer através de estrdgenos sintetizados
a partir da interconversdo hormonal de androgenos pela acdo da enzima P450 aromatase, a
qual esta presente no tecido 0sseo (Yanase et al.*%4, 2001). Inibidores da aromatase, tais como
0 anastrozol (ANA), tem sido utilizados para o tratamento do cancer de mama em pacientes
com tumores positivos para receptores de estrogeno (Forbes et al.*®, 2015), sendo
classificados quanto ao tipo (esteroidal e n&o esteroidal) e quanto a geracdo (primeira,
segunda ou terceira). O ANA ¢é um farmaco néo esteroidal de terceira geragdo (mais seletivo)
que compete com os androgenos pelo sitio ativo da enzima aromatase, formando com este
uma ligacdo reversivel e inibindo a sintese de estrogeno por bloqueio da agdo enzimatica
(Berry'?, 2005).
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2.3 Alteracdes dos Niveis Fisiologicos dos Andrdégenos Causam o Desequilibrio de
Processos Bioldgicos nos Géneros Masculino e Feminino

Os androgenos exercem a funcgdo primaria de regulacdo do sistema reprodutivo, sendo
essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas sexuais e manutencdo das funcdes
reprodutivas, sobretudo no género masculino. Além disso, estdo envolvidos na
formacdo/manutencdo do esqueleto e no equilibrio homeostatico do organismo em ambos 0s
géneros (Mooradian et al.’, 1987; Riggs et al.'?%, 2002).

Com o envelhecimento ocorre uma perda gradual de varias fungdes fisioldgicas que
podem comprometer a salde e qualidade de vida do individuo. Embora os homens néo
experimentem uma queda abrupta dos niveis hormonais como ocorre com as mulheres
durante a menopausa, os niveis sericos de T declinam progressivamente com a idade (Bhasin
et al.'t, 2010; Yeap et al.'®”, 2012). Por outro lado, a idade esta associada com o aumento da
concentracdo de SHBG, e consequentemente, reducdo dos niveis de T livre e biodisponivel, o
que pode levar ao desenvolvimento do hipogonadismo (Feldman et al.*3, 2002), o qual esta
relacionado com o risco de fratura dssea, osteoporose (Tirabassi et al.}*’, 2014) e doenca
periodontal (Steffens et al.*¥’, 2012).

Ressalte-se que 0s niveis séricos de andrégenos também diminuem com a idade em
mulheres (Davison et al.34, 2005). Além disso, deficiéncia androgénica em mulheres pode ser
causada por uma série de fatores, incluindo ovariectomia, quimioterapia, radioterapia de
ovario, uso de contraceptivos orais e cortisona, estresse agudo e doencas crénicas (Guay,
Davis®, 2002), podendo causar alteragdes na fungdo sexual, perda de massa muscular,
reducio da densidade mineral 6ssea e aumento do risco de fraturas (Manolagas et al., 1995;
Shifren et al.’*!, 2000; Bachmann et al.%, 2002).

Por outro lado, niveis elevados de androgenos em mulheres podem ser causados pela
sindrome de ovarios policisticos (Morgante et al.®®, 2015) hiperplasia adrenal congénita
(Krysiak et al.”®, 2016), tumores nos ovarios ou nas glandulas adrenais (Glintborg et al.>?,
2015) e utilizagdo de esteroides anabolizantes sintéticos com finalidades estéticas ou para
melhorar o desempenho esportivo de forma ilicita (Nieschlag, Voronal®, 2015). Neste
sentido, niveis suprafisiolégicos de androgenos estdo associados com alteracfes na funcéao
reprodutiva e sexual, mudangas no comportamento/humor, aumento do ténus muscular,

hipertensdo, risco cardiovascular, dislipidemia e resisténcia a insulina (Davis®?, 1999;
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Franquni et al.*®, 2013; Nieschlag, Voronal®®, 2015, Onakomaiya, Henderson'®, 2016). Além
disso, o tratamento hormonal com andrégenos em homens transexuais (mulheres que
mudaram de sexo), estd associado com o aumento da massa muscular e do turnover 0sseo
(Van Caenegem et al.*®!, 2015).

2.4 O Papel do Osteoclasto no Turnover Osseo

O tecido 6sseo sofre um processo continuo de renovacdo e remodelagdo de acordo com
as demandas funcionais, ocorrendo um equilibrio entre formacdo e reabsorcdo 0ssea, dois
processos intermediados respectivamente por osteoblastos e osteoclastos (Cohen?®, 2006).
Estes sdo derivados de células progenitoras da linhagem hematopoiética, enquanto aqueles de
precursores da linhagem mesenquimal (Narducci et al.’%, 2011). Um terceiro tipo celular, os
ostedcitos, sdo osteoblastos que foram incorporados em lacunas na matriz e regulam a
atividade das células Osseas (Delgado-Calle, Bellido®’, 2015). O turnover 6sseo esta
relacionado com uma complexa interacdo entre diversos tipos de células, incluindo
osteoblastos, osteoclastos, bem como uma vasta gama de citocinas, hormonios, fatores de
crescimento e quimiocinas (Narducci et al.'®, 2011). Desequilibrio entre formacio e
reabsorcdo Ossea, assim como alteracdo na quantidade e atividade de osteoclastos pode
resultar em perda 6ssea patoldgica como ocorre na osteoporose (Qi et al.''®, 2015), doenca de
Paget (Teramachi et al.}*®, 2014), artrite reumatoide (Duarte®®, 2015) e doenca periodontal
(Steffens et al.*8, 2015).

Os osteoclastos sdo células que tem como principal funcdo a reabsorcdo Ossea. A
proliferacdo e diferenciacdo dos progenitores formam pré-osteoclastos mononucleados que
sdo recrutados da medula 6ssea para os locais onde a matriz Gssea sera reabsorvida (Lerner’®,
2000). Em seguida, sofrem fusdo via DC-STAMP (Yagi et al.!%3, 2005) e/ou ATP6V0d2 (Oh
et al.1%, 2015), formando osteoclastos maduros multinucleados. A formagdo osteocléstica
também pode ocorrer por fusdo entre células mononucleadas com multinucleadas, e entre
células multinucleadas (Jansen et al.%?, 2012). Além disso, microRNAs (miRNAs) também
podem estar envolvidos na fusio de osteoclastos (Dou et al.*®, 2014). Por outro lado,
osteoclastos multinucleados também podem sofrer fissdo, dividindo-se em células
compartimentadas e com nucleo reduzido (Lerner’®, 2000; Jansen et al.%?, 2012). Pré-
osteoclastos e osteoclastos maduros apresentam positividade na coloracdo para a enzima

fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) (Nijweide et al.1%*, 1986).
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Osteoclastos multinucleados séo apenas encontrados em contato com a superficie do
0ss0, ou dentro de uma lacuna na matriz 6ssea formada por sua propria atividade reabsortiva
(lacuna de Howship), ndo circulando na corrente sanguinea. Possuem uma regido denominada
borda em escova, no interior da qual utilizam bombas de prétons para acidificar o
compartimento extracelular. Essas bombas liberam na lacuna de Howship prétons H* e
disponibilizam ions CI" gerados intracelularmente pela acdo da enzima anidrase carbonica Il,
promovendo a formac&o de HCI e a diminuig&o do pH (Lerner’8, 2000).

Nas extremidades da borda em escova existem zonas citoplasmaticas desprovidas de
organelas, conhecidas como “zonas claras”, que sdo locais de adesdo a matriz dssea. Essas
regides sdo ricas em filamentos de B-actina, formando um “anel de actina” que ¢ um marcador
de osteoclasto ativo. A interacdo entre o anel de actina e a matriz 6ssea forma a zona de
selamento, composta pelas lacunas de Howship citadas anteriormente. Estas isolam o sitio de
reabsorcao no qual sdo secretadas enzimas proteoliticas, MMPs, TRAP e catepsina K. Esta
ultima enzima € uma cisteina protease lisossomal expressa em osteoclastos, responsavel pela
degradacdo enzimatica da porcdo organica da matriz 6ssea durante a atividade reabsortiva
(Bai et al.b, 2010; Panwar et al.''4 2016). A adesdo de osteoclastos & superficie Gssea é
essencial para a reabsorcdo, sendo este processo mediado pela acdo de proteinas localizadas
na superficie celular, principalmente a ITGB3 (codificada pela avp3 integrina), a qual é capaz
de ligar-se a peptideos contendo a sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp presentes em
proteinas da matriz 6ssea como osteopontina e sialoproteina 6ssea, estando envolvida em
interacdes célula-célula e célula-matriz (Chellaiah, Hruska?*, 2003).

O processo de formacdo de osteoclastos, também conhecido como osteoclastogénese, €
um mecanismo mediado pela regulagdo do sistema RANK/RANKL/OPG (Figura 3). Inicia-se
a partir da proliferacdo de células progenitoras hematopoiéticas, devido a ligacdo do fator
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) ao receptor expresso na superficie celular (c-
Fms). A ligacdo do M-CSF induz a autofosforilagdo do receptor, promovendo interacdes com
proteinas adaptadoras e indugdo de diferentes vias de sinalizacdo intracelular como ERK1/2, PI3K
e MAPKSs (Yasuda et al.®®, 1998; Bourette, Rohrschneider'4, 2000). A deplecdo do c-Fms em
camundongos causa 0 desenvolvimento de severa osteopetrose, evidenciando a importancia
funcional do receptor para 0 homeostase 6ssea (Dai et al.*°, 2002).

O ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa  (RANKL) é um membro da
familia do fator de necrose tumoral (TNF), expresso por osteoblastos, células estromais e
linfécitos T e B ativados, o qual liga-se com o seu receptor (RANK) presente tanto em células

precursoras como em osteoclastos multinucleados (Jules et al.®3, 2010). A sinalizacdo
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RANKL /RANK regula a diferenciacdo e fusdo de células progenitoras em preosteoclastos e
osteoclastos multinucleados, bem como a sua ativacdo e maturacdo (Boyce, Xing®®, 2007). O
RANK ativa o receptor associado ao fator de necrose tumoral-6 (TRAF6) que estad
relacionado com as vias de sinalizacdo NF-kB e MAPKSs. A ativacdo dessas vias induz a
expressdo do fator nuclear de células T ativadas citoplasméatico 1 (NFATcl) que regula
positivamente a osteoclastogénese sob estimulo do RANKL (Matsuo et al.®?, 2004;
Miyamoto®, 2011).

A expressao do RANKL por osteoblastos é regulada por diversas citocinas e hormonios,
incluindo os andrégenos, 0s quais tem a capacidade de prevenir a osteoclastogénese tanto
direta quanto indiretamente. (Steffens et al.!*®, 2014). Além disso, osteoblastos também
expressam osteoprotegerina (OPG), a qual é uma proteina soltvel com elevada afinidade pelo
RANK que bloqueia a ligagdo do RANKL e impede a diferenciacdo das células progenitoras
de osteoclastos (Boyce, Xing®®, 2007). Hormonios esteroides sexuais regulam a expressio de
OPG e RANKL in vitro (Hofbauer, Schoppet®®, 2004) e in vivo (Franklin et al.*’, 2006),
sendo o0 eixo RANK/RANKL/OPG o principal regulador da osteoclastogénese (Shaw,
Gravallese'?®, 2015).

Figura 3 - llustracdo esquematica da osteoclastogénese. Este processo inclui a proliferacdo de células
progenitoras hematopoiéticas e diferenciacdo em preosteoclastos, induzidas pelo M-CSF (1),
A sinalizacdo RANKL /RANK regula a fusdo de preosteoclastos em osteoclastos multinucleados (2,3),
bem como a sua ativagdo e maturagéo (4).

Hematopoietic ) ", Multinucleated
3 Preosteoclasts e
progenitor cells inactive osteoclast

- Pa
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Fonte: Brechter!$, 2006.
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2.5 Efeito Regulador de Horménios Esterdides Sexuais sobre o Metabolismo Osseo

O osso é um tecido metabolicamente ativo que expressa receptores de andrdgenos e
estrogenos, bem como enzimas que metabolizam os hormonios esteroides sexuais (Colvard et
al.?’, 1989; Laurent et al.”*, 2014). Os efeitos bioldgicos dos androgenos sobre o 0sso podem
ocorrer diretamente via AR ou indiretamente por ligagao ao ERa ou ERp, como consequéncia
a aromatizacdo em E2 (Syed, Khoslal*3, 2005; Sims et al.132, 2002). Os hormonios esteroides
sexuais sdo importantes reguladores do crescimento, maturacdo e manutencdo do esqueleto
em homens e mulheres (Callewaert et al.}’, 2010). Assim, a diminuigdo dos niveis hormonais
esta relacionada com a perda de massa 6ssea em ambos o0s géneros (Gielen et al.>®, 2011;
Gambacciani, Levancini*®, 2014).

Nesta perspectiva, a deficiéncia androgénica em homens exerce efeitos no tecido 6sseo
semelhantes aos observados em mulheres po6s-menopausadas (Laurent et al.”®, 2013).
Similarmente, pacientes com cancer de prostata submetidos a terapia de privacdo androgénica
apresentam um maior risco para o desenvolvimento de osteoporose e fraturas Gsseas
(Lassemillante et al.”®, 2015). Em modelos animais, a deficiéncia androgénica em ratos
machos causa reducdo do volume dsseo trabecular e aumento da porosidade, porém a terapia
de reposicdo hormonal é capaz de prevenir essas alteracBes degenerativas em animais
orquiectomizados (Chin, Ima-Nirwana?*, 2015). Porém, ndo apenas niveis baixos, mas
também niveis elevados de andrdgenos afetam o equilibrio entre formacéao e reabsorcdo 6ssea
(Steffens et al.*’, 2012). De modo semelhante, a superativagdo do AR inibe a formagéo e
prejudica as propriedades biomecanicas do 0sso, sugerindo que os efeitos anabdlicos dos
androgenos sobre o tecido 0sseo estdo associados com situacdes de deficiéncia hormonal,
porém na presenca de niveis fisiologicos podem favorecer a perda 6ssea (Wiren et al.'®,
2008).

Além disso, os androgenos estdo associados com alteragdes no sistema imune inato e
adaptativo. Deficiéncia hormonal promove a ativacdo de linfocitos B e T, as quais induzem a
producdo de citocinas pré-inflamatérias envolvidas na reabsorgdo dssea (Horowitz et al.>’,
2010; Pacificit'?, 2012). Os efeitos dos hormonios masculinos podem ocorrer diretamente via
AR ou indiretamente pela aromatizacdo da testosterona em estrogeno, como comentado
anteriormente. Estudos em camundongos fémeas knockout para a enzima aromatase,
demonstraram um aumento do turnover 0sseo, osteopenia e diminuicdo da espessura/volume

trabecular, sugerindo um efeito indireto da T sobre o metabolismo 6sseo (Oz et al.''!, 2000).



29

Por outro lado, existem evidéncias que a delecdo do AR em camundongos fémeas ndo causa
alteracBes Osseas (Kawano et al.®°, 2003).

Atualmente tem se discutido os riscos e beneficios da terapia de reposicdo com T em
mulheres pds-menopausadas, a qual pode favorecer ao aumento da densidade mineral 0ssea
(Davey®!, 2012; Davis, Wahlin-Jacobsen®?, 2015), sugerindo que os andrégenos podem ter um
papel na modulacdo do metabolismo Gsseo em fémeas. No entanto, mais estudos séo

necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos neste processo.

2.6 Efeito Regulador de Hormonios Esterdides Sexuais sobre Osteoclastos

Estudos mostram o efeito regulador dos horménios esteroides sexuais sobre células
Osseas, as quais expressam AR, ERa e ERP (Bellido et al.®, 1995; Liu et al.82, 2007; Ucer et
al.™®°, 2015). Além disso, a distribuicdo dos receptores parecem nio variar com o género, e
acredita-se que niveis semelhantes de AR e ERs sdo encontrados em células dsseas de machos
e fémeas (Vanderschueren et al.'®® 2004). Ha evidéncias que os androgenos exercem efeitos
sobre 0 metabolismo 6sseo através da ativacao de ARs presentes em osteoblastos, assim como
podem inibir a reabsor¢do Ossea por regular a diferenciacdo e atividade de osteoclastos
(Pederson et al.1t’, 1999; Huber et al.®%, 2001; Michael et al.*®, 2005).

Huber et al.®® (2001) demonstraram que os andrégenos inibem a formacdo de
osteoclastos a partir de células precursoras da medula Ossea de camundongos
orquiectomizados e de macréfagos murinos RAW264.7. Adicionalmente, relataram que
células precursoras de fémeas ovariectomizadas apresentaram resultados semelhantes, mesmo
quando tratadas com E2. A deficiéncia de estrdgeno em ratas esta associada com o aumento
da osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea (Koh et al.%8 2009). In vitro, a terapia de reposicéo
hormonal com E2 reduz a expressdo de mRNA de Ctsk e TRAP em osteoclastos derivados de
células RAW264.7, regulando negativamente a reabsorcdo 6ssea (Imai et al.®%, 2009).

Sabe-se que 0s estrogenos induzem a apoptose de osteoclastos por um mecanismo nao
classico mediado pelo ERa. O tratamento com DHT promove a apoptose de osteoclastos
maduros com delecdo do ERa, sugerindo que os androgenos exercem um efeito direto
mediado pelo AR. In vivo, ERa inibe a reabsor¢do Ossea por agdo direta em osteoclastos de
fémeas, mas ndo de machos (Nakamura et al.*%, 2007; Martin-Millan et al.®, 2010).

Chen et al.?® (2001) demonstraram que T e DHT inibem a formacio de osteoclastos
induzida por paratorménio. No entanto, os grupos tratados com associa¢es de T com FUL ou

inibidor da aromatase, ndo mostraram alteragcdo na formacgéo de osteoclastos, indicando um
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mecanismo de ac¢do dos androgenos independente de ERs. Além disso, o tratamento com FLU
reverteu os efeitos inibitérios dos andrégenos, porém isoladamente ndo afetou a
osteoclastogénese.

O AR tem funcédo supressora na atividade de osteoclastos, inibindo a reabsorcdo dssea.
In vivo, camundongos knockout para o AR apresentam um aumento do nimero e do tempo de
vida de osteoclastos, e por conseguinte, aumento da reabsorcdo 6ssea (Yeh et al.l®8, 2002;
Kawano et al.%, 2003). Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou in vivo um aumento
do nimero de osteoclastos em ratos orquiectomizados. In vitro, demonstramos que T inibiu de
maneira dose dependente a diferenciacdo de osteoclastos a partir de macr6fagos murinos
RAW264.7. Como era esperado, a inibicdo farmacoldgica do receptor de andrégeno
antagonizou os efeitos da T, regulando positivamente a diferenciacdo e atividade de
osteoclastos (Steffens et al.**, 2015).

De modo semelhante, Michael et al.®® (2005) demonstraram que T inibe de maneira
dose dependente a diferenciacdo e atividade de osteoclastos derivados de sangue periférico
humano, assim como o potencial da FLU em antagonizar os efeitos da T e favorecer a
osteoclastogénese. Além disso, utilizando um modelo de co-cultura com osteoblastos,
observaram um aumento da producdo de OPG, sugerindo que T pode exercer um efeito
indireto sobre osteoclastos.

Nesta perspectiva, nosso grupo de pesquisa também mostrou in vitro que niveis
fisioldgicos de testosterona (10nM), tém a capacidade de prevenir a osteoclastogénese através
da diminuicio da expressdo de RANKL por osteoblastos murinos (Steffens et al.'*°, 2014).
Similarmente, a delecdo do AR em osteoblastos aumenta a expressdo de RANKL (Kawano et
al.%, 2003). De fato, andrégenos estimulam osteoblastos a produzirem OPG e reduzem a
expressdo de RANKL através da ativacdo da via de sinalizagdo Wnt, exercendo efeitos
indiretos sobre a osteoclastogénese. Ressalte-se, também, que os andrégenos podem atuar
diretamente sobre células precursoras de osteoclastos, reduzindo a expressdo do mRNA de
marcadores de diferenciacdo, como TRAP e calcitonina (Sun et al.}*, 2013).

A delecdo do gene para AR em células formadores de 0sso (osteoblastos e ostedcitos)
tem sido associado com o aumento do nimero de osteoclastos e reducdo do volume trabecular
em camundongos machos. Em fémeas, o papel do AR na regulacdo da homeostase Gssea
permanece pouco compreendido, porém existem evidéncias que os androgenos estdo
associados com a manutencdo da arquitetura do osso trabecular (Maatta et al.8, 2013). Com

base nesses estudos, pode-se discutir se os efeitos dos androgenos sobre osteoclastos sdo, ao
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menos em parte, mediados por células da linhagem dos osteoblastos (Weinstein et al.*®8,
1997).

Wang e Stern'®" (2011) avaliaram as acbes da T e E2 (10nM) sobre osteoclastos
derivados de células precursoras mononucleares de sangue periférico humano de homens e
mulheres. Os resultados mostraram que os hormoénios sexuais afetam a expressdo génica de
osteoclastos, porém com diferentes respostas nos dois géneros. As células provenientes de
mulheres foram mais sensiveis ao E2, porém o tratamento com T promoveu maior expressao
génica quando comparado com as celulas de homens, sugerindo que a resposta hormonal
sobre osteoclastos pode variar de acordo com 0 género.

No entanto, é importante salientar que a auséncia de efeitos dos andrégenos sobre
osteoclastos também séo relatadas na literatura (Tobias, Chambers®*, 1991; Turner*®, 2008).
Além disso, ha evidéncias que os efeitos anti-reabsortivos dos andrégenos ndo séo devido a
acdo hormonal direta sobre osteoclastos (Kawano et al.®, 2003; Ucer et al.’>°, 2015; Sinnesael
et al.134 2015). Vale ressaltar que as acdes dos androgenos via receptores podem ser mediadas
através de mecanismos ndo genémicos, por meio da ativacdo de vias de sinalizacdo e de
fatores de transcricdo, o que pode explicar a complexidade na compreensdao do efeito
hormonal em nivel celular e molecular. T inibe a ativacdo de MAPKSs (p38, ERK e JNK) em
células de medula dssea (Liu et al.8t, 2006) bem como a ativacdo de NF-kB em osteoclastos
(Wiren et al.*81, 2004) e mondcitos (Cutolo et al.?®, 2005).

Diante do exposto, verifica-se que as acOes diretas dos andrdgenos sobre osteoclastos
permanecem controversas e podem envolver mecanismos complexos. Além disso, poucas
informagdes sdo encontradas na literatura sobre os efeitos dos hormdénios androgénicos em

células de fémeas.
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3 PROPOSICAO

Esta secdo apresenta a hipotese testada e os objetivos do presente estudo.

3.1 Hipotese Testada

Os horménios androgénicos apresentam capacidade de alterar a diferenciacdo de
osteoclastos e sua atividade, bem como modular a expressao de receptores para horménios

sexuais.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar, in vitro, o efeito dos horménios androgénicos sobre células precursoras de

osteoclastos de camundongos fémeas.

3.3 Objetivos Especificos

a) Auvaliar o efeito de andrégenos sobre a diferenciacédo e atividade de osteoclastos.
b) Avaliar o estagio da diferenciacdo osteoclastica por RT-gPCR, usando como alvos
RANK, NFATcl1, B3 integrina e Catepsina K.

a) Awvaliar a modulacdo da expressao do AR, ERa e ERp por Western Blot.
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4 MATERIAL E METODO

Esta secdo apresenta 0s materiais e a metodologia empregada para a realizacdo do
presente estudo.

4.1Animais

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Processo CEUA n°
19/2013) (Anexo A) e realizado de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Foram utilizadas como precursoras de osteoclastos células da medula Ossea de
camundongos fémeas C57BL/6 com 3-5 semanas de idade, provenientes do Biotério Central
da UNESP, Campus de Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas em um
ambiente com temperatura (23+2°C), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-12h
escuro) controlados e alimentados com agua e racao ad libitum, até o momento da realizacéo

dos experimentos.

4.2 Extragéo de Células da Medula Ossea

A extracdo das células da medula dssea (CMO) foi realizada apds o sacrificio dos
camundongos através do procedimento de deslocamento cervical e remocéo cirurgica e estéril
dos fémures e tibias bilaterais em camara de fluxo laminar. Apo6s a disseccdo, as epifises
Osseas foram seccionadas com o auxilio de uma tesoura para permitir a visualiza¢do da luz do
canal medular. Os ossos foram posicionados sobre uma placa de Petri e a extragdo das CMO
foi realizada através da lavagem do canal medular (“flushing”) com meio de cultura pré-
aquecido a 37°C (a-MEM—GIBCO, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado por calor (HI FBS, GIBCO) 1% de penicilina-estreptomicina (100
IU/mL-100 pg/mL, GIBCO), conforme protocolo descrito por Arai et al.® (1999) (Figura 4-A
e B).

Apos a coleta, as CMO foram transferidas para um tubo de centrifugagdo de 15mL esteéril
e colocadas em repouso em temperatura ambiente por 10 minutos para sedimentagdo dos

detritos. Em seguida, a suspenséo foi coletada, transferida para um outro tubo e centrifugada
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por 10 min a 1.200 rpm, & temperatura de 10-15°C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet”
celular ressuspenso em 0,5mL de meio de cultura a-MEM contendo 10% FBS e 1%
penicilina-estreptomicina (Figura 4-C). Apos a ressuspensdo, uma aliquota das células foi
diluida e corada para a contagem celular em microscopio éptico pelo método de exclusédo do
azul de Trypan com o auxilio de uma camara de Neubauer. Este reagente é excluido do
citoplasma de células viaveis, pois pode atravessar a membrana celular apenas de células
mortas, tornando-as azuis. Deste modo, foram contadas as células vidveis presentes no
quadrado central. A concentragdo celular foi ajustada para 3x10° células/mL para a posterior

realizagdo dos experimentos.

Figura 4 - Membros posteriores dos animais antes da dissecc¢do para remocdo do fémur e
tibia (A); “Flushing” com meio de cultura no interior do osso (B); “Pellet” celular
formado apds a centrifugacéo (C).

Fonte: Elaboracéo propria

4.3 Preparo das Solugdes dos Hormonios Androgénicos Derivados Sintéticos da

Testosterona, Diidrotestosterona e Antagonistas dos Receptores de Hormdénios Sexuais.

Foram utilizados hormonios androgénicos derivados sintéticos da testosterona (T;
Durateston, MSD, Campinas, SP, Brasil) e di-hidrotestosterona (DHT; 5a-Androstan-17p3-ol-
3-one, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), antagonistas dos receptores de horménios
sexuais, como a flutamida (FLU; antagonista do receptor de andrdgeno; Sigma-Aldrich) e/ou
fulvestranto (FUL; antagonista do receptor de estrégeno; Sigma-Aldrich) associados ou ndo a
testosterona (T). O anastrozol (ANA; Sigma-Aldrich) também em associacdo ou ndo a T foi
utilizado para inibicdo farmacoldgica da enzima aromatase. Todos os farmacos foram diluidos

em etanol (ET; Sigma-Aldrich) obtendo-se a concentragdo das solugdes de estoque. A
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concentracdo final dos farmacos foi obtida pela diluicdo das solucGes (estoque e trabalho) em
meio de cultura e determinada a partir da realizacdo de um experimento piloto prévio. Etanol

a 0,01 % foi usado como controle, com base no farmaco com menor diluicéo.

4.4 Grupos Experimentais

Utilizou-se 1 grupo controle e 8 grupos experimentais, sendo que cada grupo era
formado por no minimo 3 amostras. Os grupos foram divididos da seguinte forma:

Grupo ET (G1): Meio de cultura contendo ET na concentracdo de 0,01%. Grupo T
(G2): Meio de cultura contendo T na concentragdo de 1nM. Grupo DHT (G3): Meio de
cultura contendo DHT na concentragdo de 1nM. Grupo ANA (G4): Meio de cultura
contendo ANA na concentracdo de 10nM Grupo T+ANA (G5): Meio de cultura contendo T
em associacdo com ANA na concentracdo de 1nM e 10nM, respectivamente. Grupo FLU
(G6): Meio de cultura contendo FLU na concentragdo de 10nM. Grupo T+FLU (G7): Meio
de cultura contendo T em associagdo com FLU na concentragdo de 1nM e 10nM,
respectivamente. Grupo FUL (G8): Meio de culta contendo FUL na concentracdo de 10nM.
Grupo T+FUL (G9): Meio de cultura contendo T em associacdo com FUL na concentracao

de 1nM e 10nM, respectivamente.
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4.5 Cultura de Células

Brevemente, apds a contagem celular e ajuste da concentracdo, a diferenciagdo dos
osteoclastos foi induzida adicionando-se 50 ng/mL de M-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ) e
30 ng/mL de RANK-L (Peprotech) em meio a-MEM contendo 10% de soro fetal bovino
inativado e 1% penicilina-estreptomicina.

Em seguida, as células dos diferentes grupos experimentais foram distribuidas em
microtubos de centrifugacdo tipo eppendorf para a administracdo dos farmacos e semeadas
em placas de 96 pocgos, na densidade de 6x10%élulas/0.2mL/pogo, em triplicata, sendo
mantidas a 37°C, sob uma atmosfera imida com 5% de CO- e 95% de ar (Figura 5).

O meio de cultura condicionado com os farmacos foi substituido em intervalos de 48h,
retirando-se 100 pL com o auxilio de uma micropipeta e adicionando o0 mesmo volume de
meio condicionado com o0s tratamentos propostos. As culturas foram observadas diariamente
em microscapio invertido e o término do experimento ocorreu apos 5 dias.

Cada experimento foi repetido por no minimo trés vezes, de forma independente, realizado
a partir das células extraidas dos fémures e tibias bilaterais de trés animais, sendo coletadas e

plagueadas individualmente e contendo os mesmos grupos e réplicas.

Figura 5 - Esquema representativo demonstrando o cultivo das células em placas de
96 pocos em meio de cultura condicionado com os farmacos; fotomicrografia das
células cultivadas ap6s o plaqueamento.
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Fonte: Elaboracéo propria
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4.5.1 Coloracdo para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)

Ao final do periodo experimental, o sobrenadante foi descartado e os pocos lavados com
solucdo salina tamponada de fosfato de pH 7,4 (PBS; Phosphate Buffered Saline, Sigma-
Aldrich). As células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 05 minutos, lavadas duas
vezes em 100pL de PBS e em seguida coradas por TRAP (Fosfatase Acida Resistente ao
Tartarato) (Figura 6), seguindo protocolo proposto pelo fabricante do Acid Phosphatase,
TRAP-kit (Sigma Aldrich).

Figura 6 - Cultura de Osteoclastos corada com TRAP. Observa-se a presenca
de células TRAP* gigantes e multinucleadas, além de células mononucleares.

Fonte: Elaboracéo propria



38

4.6 Impacto de Andrdgenos na Diferenciacao de Osteoclastos

Esta secdo apresenta a metodologia empregada para a realizacdo do ensaio de
diferenciagéo.

4.6.1 Contagem celular e avaliagido da formacao de osteoclastos

A identificacdo dos osteoclastos foi realizada através de coloracdo com TRAP.
Alternativamente, os nacleos celulares foram contra-corados com hematoxilina. Realizou-se a
quantificacdo da diferenciacdo osteoclastica por meio da contagem manual sob microscopia
de luz, considerando-se osteoclastos como células multinucleadas TRAP-positivas contendo 3
ou mais nucleos. Foram tracadas linhas verticais e horizontais no fundo da placa de cultura
utilizando caneta para retroprojetor, de forma que os po¢os ao serem visualizados sob
microscopia optica se mostrassem divididos em quatro quadrantes. A contagem foi realizada
por dois examinadores cegos, independentes e calibrados, onde em cada po¢o eram contados
osteoclastos presentes nos quatro quadrantes e sobre as linhas que os delimitavam.

4.6.2 Avaliacéo do Estagio de Diferenciacao Osteoclastica por RT-gPCR

Esta secdo apresenta 0s passos para a analise da expressdo génica relativa por RT-
qPCR.

4.6.2.1 Extragdo de RNA e RT-gPCR em tempo real

O estagio da diferenciacdo osteoclastica foi avaliado por transcri¢do reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR), por meio da
quantificacdo da expressdao de mRNA, usando como alvos RANK, NFATc1, B3 integrina e
Catepsina K. As células provenientes de 6 animais foram cultivadas separadamente em placas
de 96 pocos, em quadruplicata, seguindo o protocolo descrito anteriormente. Ao término do
periodo experimental, o sobrenadante foi descartado e as células lisadas com 100 pL/pogo de
tampé&o de lise do kit RNAqueous-4PCR (Ambion; Life Technologies). Os lisados celulares
foram coletados das réplicas de cada grupo experimental por animal e acondicionados em
microtubos de centrifugacdo tipo eppendorf de 1.5 ml para a obtencdo de um “pool”. Em
seguida, foram armazenadas em freezer -20°C até o momento da extracdo de RNA total e RT-
qPCR.
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4.6.2.2 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total das 54 amostras (9 grupos experimentais X 6 animais) foi
realizada com o kit RNAqueous-4PCR (Ambion; Life Technologies) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Os lisados celulares previamente armazenados foram homogeneizados e aliquotas de
100puL foram transferidas para microtubos de centrifugacdo. Etanol absoluto (50ul) foi
adicionado aos lisados antes de transferi-los para cartuchos de microfiltro compostos por uma
membrana de silica que possui afinidade para a ligacdo com o RNA presente na amostra. Na
sequéncia, foram centrifugados por 10 segundos a 13.000 rpm (13.400-16.500 g) e realizadas
sucessivas lavagens para a remocao de impurezas e elui¢do do acido desoxirribonucleico.

A quantificacdo e pureza das amostras de RNA foram estimadas em um
espectrofotbmetro de microplaca (Synergy H1, Biotek, EUA) por meio da avaliacdo das
absorbancias a 260 nm e da relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm, respectivamente.
Foram utilizadas apenas amostras livre de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas
(A260/A280 = 1,8-2,0).

4.6.2.3 Sintese de cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) ao RNA de fita simples foi realizada utilizando
o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit por reacdo de transcricdo reversa (RT) a
partir do RNA total extraido e quantificado das amostras de cada grupo experimental. Para
cada amostra foram utilizados 300ng de RNA total e o volume ajustado para 10 puL com agua
ultrapura, adicionando a reagdo uma solucdo de 2X RT Master Mix (2uL de 10X RT Buffer,
0.8uL de 25X dNTP Mix, 2uL de 10X RT Random Primers; 1uL de MultiScribe Reverse
Transcriptase e 4.2uL de Nuclease-free H.O, totalizando um volume de 10ul/reacédo),
segundo o protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e
incubadas em termociclador (aparelho MyCycler - Bio-Rad, Califérnia, EUA) para a
realizacdo da reacdo de transcricdo reversa em ciclos programados da seguinte forma: 25°C

por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos.
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4.6.2.4 PCR em tempo real

Ap0s o término da reacdo de transcricdo reversa e producdo do cDNA, iniciou-se a reacdo
em cadeia da polimerase em tempo real utilizando o aparelho StepOne Real Time PCR
System. A deteccdo da expressdo génica na amostra foi realizada utilizando o sistema TagMan
Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; Life Technologies- California - USA)
que inclui além dos primers especificos para 0s genes alvo uma sonda conjugada com um
fluoréforo e um “queencher”.

Inicialmente foi estabelecida a curva padrdo utilizando dilui¢bes seriadas (1:1; 1:10;
1:100; 1:1000) de um “pool” contendo 2uLL. do cDNA de cada amostra, além de dois controles
negativos que continham o mix da reacdo mais 0s primers, na auséncia do cDNA. As
amostras de cDNA foram diluidas 40 vezes e as reagdes foram feitas em placas de 96 pocos
(MicroAmp Fast Optical, Applied Biosystems) para um volume final de 15uL/reacédo,
contendo 7,5uL do TagMan Fast Universal PCR Master Mix, 0,75uL do primer para cada
gene alvo, 4,5uL do cDNA para cada amostra e agua. Os primers utilizados para amplificacdo
dos genes alvo de camundongos sdo desenhados e otimizados pelo fabricante (Applied
Biosystems) e estdo descritos na Tabela 1. O gene utilizado como normalizador dos
experimentos foi o GAPDH, considerado um controle enddgeno por ser expresso
constitutivamente e ndo sofrer a interferéncia de tratamentos. A reacdo de PCR foi realizada
nas seguintes condigdes: 50° C por 2 min, 95° C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por
15 segundos e 60° C por 1 minuto.

Para avaliar a expressao génica relativa entre as diferentes amostras foi utilizado o
método comparativo Delta-Delta Ct (AACt), comparando a eficiéncia de amplificacdo dos

genes-alvo em relagéo ao controle endogeno (GAPDH), denominado “housekeeping”.

Tabela 1 - Primers utilizados para a reagdo de amplificagdo do cDNA.

Gene Reference Reference Sequence Amplicon Lenght
(NCBI) (pb)
Tnfrsfl MmO00437132_m1 NM_009399.3 65
NfAtcl MmO00479445_m1 NM_001164109.1 75
Ctsk (Catepsina k) Mm00484039_m1 NM_007802.4 73
Itgh3 (B3 integrina) MmO00443980_m1 NM_016780.2 64
Gapdh Mm99999915 g1 NM_008084.2 107

Fonte: Adaptado do site da Applied Biosystems



41

4.7 Western Blot

A modulacdo da expressdo de receptores para androgenos (AR) (SC-816 rabbit
monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) e estrégenos (ER) o (ab32063
rabbit monoclonal, Abcam, Cambridge, EUA) e B (ab3576 rabbit polyclonal, Abcam,
Cambridge, EUA) pelos tratamentos propostos foi avaliada por Western Blot. Brevemente,
osteoclastos foram cultivados em placas de 12 pocos a uma densidade de
6x10° células/poco/2mL, conforme o protocolo experimental descrito anteriormente. O
experimento foi realizado em quadruplicata bioldgica e repetido por duas vezes, contendo um
grupo controle: ET (0,01%) e quatro grupos experimentais: T (1nM); DHT (1nM); FLU
(10nM) e FUL (10nM).

Transcorridos cinco dias do inicio do experimento, o lisado de células foi coletado
utilizando-se RIPA buffer (70uL/pogo), sobre o gelo, contendo inibidor de protease (Protease
Inhibitor Cocktail tablet, EDTA-free, Ultra-Cruz). As amostras foram diluidas 1:3 em &gua
destilada e a quantificacdo proteica foi realizada pelo método de Bradford (Quick Start
Bradford 1x Dye Reagent, Bio-Rad Lab. Inc., EUA). Para cada amostra, utilizou-se 40ug de
proteina total diluida em um tampdo contendo 3X SDS (Sample Buffer Blue) e DTT
(Dithiothreitol) desnaturada por aguecimento a 95°C por 05 minutos, seguido de choque
térmico em gelo por 10 minutos.

Entdo, preparou-se e correu o gel de poliacrilamida a 10% para separacdo das proteinas
por eletroforese a 100 V constantes por 60 minutos. Em seguida, realizou-se a transferéncia
para membranas de nitrocelulose a 300mA constante, overnight. Para a solucdo de bloqueio,
utilizou-se 0 BSA 5% em TBS-T por 1 hora, seguido de lavagens com solucdo de TBS-T e
incubacdo das membranas com diluigdes otimizadas dos anticorpos primarios (Tabela 2),
overnight a 4°C, sob agitacdo. Na fase seguinte, as membranas foram lavadas em TBS-T e
incubadas com anticorpo secundario conjugado a HRP (sc-2030, Santa Cruz, 1:2000) por 1
hora (sob agitacédo, a 4°C), desenvolvimento com substrato quimioluminescente (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific), seguido de visualizacdo e
documentacdo em tempo real por cAmara para quimioluminescéncia (Chemi-Doc MP, Bio-
Rad, EUA). As bandas identificadas referentes as proteinas alvo, foram quantificadas por
meio de densitometria Optica através do software ImagelLab/Chemi-Doc MP. A B-actina foi

utilizada como controle enddgeno para normalizagdo e comparacao dos resultados.
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados nas analises por Western blot.

Anticorpo Cadigo Diluicéo
Receptor de Androgeno (AR) SC-816 1:500
Receptor de Estrogeno alfa (ERa) AB32063 1:1000
Receptor de Estrogeno beta (ERp) AB3557 1 ug/ml
Beta Actina AB8227 1:1000
Anticorpo Secundério (HRP) SC-2030 1:2000

Fonte: Elaboracdo propria
4.8 Impacto de Androgenos na Atividade de Osteoclastos: Ensaio de Atividade

O impacto dos andrégenos sobre a atividade dos osteoclastos foi determinada por pit
assays, realizando as culturas em placas de 96 pogos revestidas com fosfato de célcio sintético
(Osteologic Corning Plate, Corning), como descrito anteriormente e seguindo as instrucfes do
fabricante.

Apds o término do periodo experimental, o sobrenadante foi descartado e as células
lavadas rapidamente com hipoclorito de sédio a 1% e posteriormente com agua Milli-Q por
trés vezes. As placas foram secas em temperatura ambiente por 24 horas e fotografadas em
microscopio invertido com camera acoplada (Lumenera’s INFINITY3-1) na objetiva de 4x
(amplificacdo total 40x), de forma que os pocos de reabsor¢do fossem visualizados como
areas claras. Na proxima etapa, utilizando-se o software ImageJ (Figura 7) as imagens obtidas
que possuiam 12 MB em RGB, foram reduzidas para 3 MB com 8 bits (Figura 8) e
binarizadas, utilizando-se da ferramenta Threshold (limiarizacdo) no menu Image/Adjust, com
inversdo das tonalidades de branco e preto (Figura 9). A partir da imagem binaria e com 0
auxilio do software ImageTool, foi possivel calcular a atividade osteocléstica entre os
diferentes grupos experimentais pela obtencdo da porcentagem de areas pretas que

representam 0s pogos de reabsorcéo vistos em microscopia éptica como areas claras.
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Figura 7 - Lista de subcomandos do software ImageJ. Em azul, as sequéncias File>Open
abre as imagens para analise (A) e Type>8-bit converte-as para tons de cinza (B).

Edit Image Process Analyze Pluging Window Help Process Analyze Pluging Window Help
New || Ala] o] ool 2]8 2] | |» offe e leac CNPIIEC
(81 I8 selactions (right click to switch) Adjust , 16-bit
Open Next Ctri+Shift+Q Show Info... Ctrlsl 32-hit
Open Samples C Properies..  CtShitsp | -0k Color
Open Recent ¢ Color o RGE Calor
Import + Stacks *| RGB Stack
Close CHrew Hyperstacks il HSB Stack
Close Al Crop Ctrl+Shift+X
Save Ctri+S Duplicate... Ctrl+Shift+0
Save As ¥ Rename. .
Revert Cti+R Seale... Cirl+E
i Transform ¢
Page Setup... Zoom .
Print. .. Cul+P Overlay E
| Cu | A Lookup Tables r B

Figura 8 - Imagem com 12 MB em RGB (A) e ap6s a reducdo para 3 MB com 8 bits em tons
de cinza (B). Aumento de 10x (Amplificag&o total 100x).

Figura 9 - Imagem binarizada em tons de preto e branco. As areas pretas
representam os pocos de reabsorgdo osteoclastica.

Figuras 7-9- Fonte: Elaboracédo propria
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4.9 Andlise Estatistica

Os gréficos e as andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). O conjunto de dados de cada experimento
foi avaliado quanto a sua distribuicdo normal e homocedasticidade. Para fazer a comparacgéo
dos grupos experimentais em relacdo ao controle, foi realizado o calculo do “fold change”.
Para o conjunto de dados que apresentaram uma distribuicdo normal, foi empregado o teste de
andlise de variancia de um critério (one way ANOVA) e o pos-teste de Tukey foi utilizado
para comparacfes multiplas entre os diferentes grupos experimentais. Todos 0s testes
estatisticos foram aplicados com nivel de confianca de 95%. Para a anélise dos resultados do
Western Blot, os valores da densitometria das bandas foram normalizados pelo valor da
leitura da B-actina e expressos em “Fold change” em relacdo ao grupo controle (considerado
100%).
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5 RESULTADO

Esta secdo apresenta os resultados do presente estudo.

5.1 Impacto de Androgenos na Diferenciacdo de Osteoclastos: Ensaio de Diferenciacdo

Os efeitos dos androgenos e antagonistas dos receptores de hormonios sexuais sobre a
diferenciacdo de CMO em osteoclastos foram avaliados por meio do ensaio de diferenciagdo
osteoclastica, sob estimulo do RANKL e M-CSF. Comparado ao grupo controle, o nimero de
osteoclastos foi maior quando submetido ao tratamento com T+ANA (Figura 10-B)
(ANOVA; p<0,05). Quando comparado a T, o tratamento com T+ANA também apresentou
maior numero de osteoclastos (ANOVA; p<0,05) (Figura 10-B). Os grupos FLU, T+FLU
(Figura 10-C) FUL e T+FUL (Figura 10-D) tambeém apresentaram aumento significativo do
nimero de osteoclastos tanto em relacdo ao controle quanto ao grupo T. Por outro lado, os
tratamentos com T, DHT e ANA ndo alteraram o nimero de osteoclastos, quando comparados

entre si ou com o grupo controle (Figura 10 - A e B).

Figura 10 (A, B, C e D) - Graficos representativos do “fold change” do nimero de
osteoclastos entre os diferentes tratamentos. (média + DP, n=3, quadruplicata).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado ao grupo ET; #p<0,05; ##p<0,01;
###p<0,001 quando comparado ao grupo T (ANOVA com pds-teste de Tukey).
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A Figura 11 representa as fotomicrografias da cultura de osteoclastos corados por TRAP
entre os diferentes grupos experimentais. Nas imagens, os osteoclastos sdo as células
multinucleadas (contendo 3 ou mais nicleos) e com contorno bem definido. E possivel
observar a presenca de osteoclastos gigantes. Porém, ha presenca de muitos osteoclastos
pequenos que devido ao seu tamanho reduzido ndo sdo bem visualizados nestas imagens.

Figura 11 - Fotomicrografias em microscopia optica (objetiva 4x, magnificacdo total 40x)
demonstrando a cultura de osteoclastos corados com TRAP entre os diferentes grupos
experimentais. Grupo controle (ET) - imagem A; Grupos Experimentais - Imagem B (T),
Imagem C (DHT), Imagem D (ANA), Imagem E (T+ANA), Imagem F(FLU), Imagem G
(T+FLU), Imagem H (FUL); Imagem | (T+FUL).

Fonte: Elaboracdo propria



47

5.2 Avaliacao do Estégio de Diferenciagdo Osteoclastica por RT-gPCR

Foi avaliado o estagio da diferenciacdo osteoclastica por RT-qPCR, usando como alvos
RANK, Catepsina K, NFATcl e B3 integrina, nas células submetidas aos tratamentos com
androgenos e antagonistas de receptores de hormdnios sexuais por 05 dias, com o objetivo de
analisar o efeito dos tratamentos sobre a expressio do mRNA de marcadores fenotipicos
caracteristicos de osteoclastos. Os resultados de cada amostra por grupo experimental foram
normalizados em relacdo a expressao relativa do gene de referéncia (GAPDH). Os dados
foram analisados com o teste paramétrico One-way ANOVA e pds teste de Tukey para
comparagbes mdltiplas entre os grupos de cada gene investigado, e representados
graficamente de acordo com o nimero de vezes de aumento da expressdo génica em relacéo

ao grupo controle (“fold change”).
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5.2.1 RANK (Tnfrs)

A Figura 12 apresenta os resultados da expressdo do mRNA do RANK em cultura
priméria de osteoclastos, cultivados por 05 dias. Os tratamentos propostos ndo alteraram a
expressao do gene alvo quando comparados ao controle ou entre si (p>0,05). No entanto, nas
células tratadas com FUL e T+FUL, observou-se uma tendéncia ao aumento da expressdo de
RANK, quando comparado ao grupo controle (p>0,05). Além disso, o tratamento com T
demonstrou tendéncia na reducdo da expressdao génica, comparado ao grupo controle
(p>0,05).

Figura 12 - Avaliacdo da expressdo génica de RANK em cultura primaria de
osteoclastos de camundongos fémeas, tratados com androgenos e antagonistas de
receptores de hormonios sexuais por um periodo de 05 dias. As barras no gréafico
indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrdo. Dados expressos em
“fold change” (média + DP, n=6; ANOVA com poés-teste de Tukey).
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5.2.2 Catepsina K

A Figura 13 apresenta os resultados da expressao génica de Ctsk em cultura primaria de
osteoclastos, cultivados por 05 dias. Os tratamentos propostos ndo alteraram a expressao de
mRNA para Ctsk, quando comparados ao controle ou entre si (p>0,05). O tratamento com

T+FLU demonstrou tendéncia em reduzir a expressao de Ctsk (p>0,05).

Figura 13 - Avaliacdo da expressdo génica de Ctsk em cultura primaria de
osteoclastos de camundongos fémeas, tratados com andrégenos e
antagonistas de receptores de hormoénios sexuais por um periodo de 05 dias.
As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais 0s desvios-
padrdo. Dados expressos em “fold change” (média + DP, n=6; ANOVA com
pos-teste de Tukey).
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5.2.3 Nfatcl

A Figura 14 apresenta os resultados da expressdo génica de Nfatcl em cultura primaria
de osteoclastos, cultivados por 05 dias. Os tratamentos propostos ndo alteraram a expresséo de
mMRNA para Nfatcl, quando comparados ao controle ou entre si (p>0,05). Os tratamentos com
T+FLU e T+FUL demonstraram uma tendéncia a diminuicdo da expressdo génica de Nfatcl,
quando comparado os grupos FLU e FUL (Figura 12).

Figura 14 - Avaliacdo da expressdo génica de Nfatcl em cultura primaria de
osteoclastos de camundongos fémeas, tratados com andrégenos e antagonistas de
receptores de hormdnios sexuais por um periodo de 05 dias. As barras no gréafico
indicam as médias e as linhas verticais 0s desvios-padrao. Dados expressos em “fold
change” (média + DP, n=6; ANOVA com pds-teste de Tukey).
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5.2.4. B3 Integrina (ltgb3)

A Figura 15 apresenta os resultados da expressdo génica de Itgh3 em cultura priméria de
osteoclastos, cultivados por 05 dias. Assim como observado na avaliagdo dos outros
marcadores, 0s tratamentos nao alteraram a expressao génica para a 3 Integrina (p>0,05). Os
tratamentos com T+ANA, T+FLU e T+FUL demonstraram uma tendéncia em reduzir a
expressdo génica de Itgh3, quando comparado aos respectivos farmacos ndo associados a T
(p>0,05).

Figura 15 - Avaliacdo da expresséo génica de Itgh3 em cultura primaria
de osteoclastos de camundongos fémeas, tratados com andrdgenos e
antagonistas de receptores de horménios sexuais por um periodo de 05
dias. As barras no grafico indicam as médias e as linhas verticais 0s
desvios-padrdo. Dados expressos em “fold change” (média = DP, n=6;
ANOVA com pos-teste de Tukey).
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5.3 Impacto de Andrdgenos na Atividade de Osteoclastos: Ensaio de Atividade

O impacto dos andrdgenos na atividade de osteoclastos em cultura estdo representados
em graficos e ilustrados com as imagens binarizadas referentes aos pogos de reabsorcao (areas
pretas) (Figuras 16-19). De modo geral, os resultados mostraram um padrédo semelhante ao
observado no ensaio de diferenciacdo referente aos osteoclastos menores (ver Figura 10,
pagina 45). Os tratamentos com T e DHT ndo exerceram efeito na atividade de osteoclastos
(p>0,05) (Figura 16). Por outro lado, observou-se um significativo aumento dos pocos de
reabsorcéo no grupo T+ANA, quando comparado ao controle (p<0,01) e ao grupo T (p<0,05)
(Figura 17).

Os tratamentos com antagonistas de receptores de hormoénios sexuais, associados ou ndo
a T, exerceram um efeito significativo na atividade reabsortiva, exceto no grupo tratado com
T+FLU (p>0,05). No entanto, o tratamento com FLU aumentou significativamente a atividade
de osteoclastos em comparacdo ao controle (p<0,001), ao grupo T (p<0,001) e ao grupo
T+FLU (p<0,01) (Figura 18). De modo semelhante, o tratamento com FUL aumentou
significativamente os poc¢os de reabsorcdo, quando comparado ao controle (p<0,01) e ao
grupo T (p<0,05). Em associacdo com T, FUL demonstrou regular positivamente a atividade
de osteoclastos, tanto em comparacdo ao grupo controle (p<0,001) quanto ao grupo T
(p<0,01) (Figura 19).
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Figura 16 (A, B, C e D) - Imagens binarizadas a partir de fotomicrografias em
microscopia 6ptica (objetiva 4x, magnificacdo total- 40x) evidenciando os pocos de
reabsorcdo osteoclastica (areas pretas). Grupo Controle: ET- Imagem A; Grupo T-
Imagem B; Grupo DHT-Imagem C. Gréfico representativo da &rea reabsorvida do
ensaio de atividade. Dados expressos em “fold change” (média + DP, n=5, triplicata;
ANOVA com pds-teste de Tukey).
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Figura 17 (A, B, C e D) - Imagens binarizadas a partir de fotomicrografias em microscopia
Optica (objetiva 4x, magnificacdo total- 40x) evidenciando o0s pogos de reabsorcao
osteocléstica (areas pretas). Grupo Controle: ET- Imagem A; Grupo T- Imagem B; Grupo
ANA-Imagem C; Grupo T+ANA-Imagem D. Grafico representativo da area reabsorvida do
ensaio de atividade. Dados expressos em “fold change” (média £ DP, n=5, triplicata; ANOVA
com poés-teste de Tukey); (**p<0,01 quando comparado ao controle (ET); #p<0,05 quando

comparado o grupo T).
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Figura 18 (A, B, C e D) - Imagens binarizadas a partir de fotomicrografias em
microscopia éptica (objetiva 4x, magnificacdo total- 40x) evidenciando 0s pocos de
reabsorcdo osteoclastica (areas pretas). Grupo Controle ET- Imagem A; Grupo T- Imagem
B; Grupo FLU-Imagem C; Grupo T+FLU-Imagem D. Gréafico representativo da &rea
reabsorvida do ensaio de atividade. Dados expressos em “fold change” (média = DP, n=5,
triplicata; ANOVA com poés-teste de Tukey); (**p<0,01 entre os grupos FLU e T+FLU;
***n<0,001 quando comparado ao controle (ET); ###p<0,01 quando comparado ao grupo

55

T).
A Jede
o~ _
g 6-
. g #ih
A ‘E Kk
. g ‘ el
- 0 4
[ . _‘|.|.__4
v :E
. &
’ g 2-
' Q2
(1]
« g
h . ;
S
e _a‘” 0-
i [
e e - £ s T3
R h , ‘: e ‘.(:q:'ﬁ.. . - .‘. .
: - P I ¢ »
o e e
SRR A A
: I - T \_‘::"' ~e o -
, WY SRR G ‘
“ B 7 EN ' '
r . * . .
Y. .- - .
. » - _.a p.’_ ." .
). --?’ . - e -
) : - ' .. ve .
. ""‘ "Bl . - n [ ]

Fonte: Elaboracédo propria




56

Figura 19 (A, B, C e D) - Imagens binarizadas a partir de fotomicrografias em microscopia Gptica
(objetiva 4x, magnificacdo total- 40x) evidenciando 0s pocos de reabsorcdo osteoclastica (areas
pretas). Grupo Controle ET- Imagem A; Grupo T- Imagem B; Grupo FLU-Imagem C; Grupo
T+FLU-Imagem D. Grafico representativo da area de reabsorcdo. Grafico representativo da area
reabsorvida do ensaio de atividade. Dados expressos em “fold change” (média + DP, n=5, triplicata;
ANOVA com pos-teste de Tukey); (**p<0,01 e ***p<0,001 quando comparados ao controle (ET);
#p<0,05 e ##p<0,01 quando comparados ao grupo T).
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5.4 Western Blot

A expressao proteica dos receptores para androgenos (AR) (SC-816 rabbit monoclonal,
Santa Cruz Biotechnology) e estrogenos (ER) a (ab32063 rabbit monoclonal, Abcam) ¢ P
(ab3576 rabbit polyclonal, Abcam) pelos tratamentos propostos foi avaliada por Western Blot.
O experimento foi realizado com 4 animais e repetido por duas vezes. A intensidade das
bandas em cada grupo experimental foi analisada por densitometria computadorizada por
meio do software ImageLab/Chemi-Doc MP e normalizadas utilizando a proteina B-actina.

Para a melhor compreenséo, os resultados s&o mostrados de acordo com as imagens
representativas da expressdo de cada proteina alvo. Os graficos apresentam as médias das
densitometrias opticas das bandas que acenderam nos dois experimentos, sendo expressos

como percentuais relativos ao controle (ET) (considerado 100%).
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5.4.1 Receptor de andrégeno (AR)

A Figura 20 (A e B) representa a expressdo proteica do AR entre os diferentes grupos
experimentais. Em ‘A’ é demonstrada a representagdo grafica do “fold change” da
densitometria das bandas detectadas. Observou-se que o tratamento com T aumentou em 56%
a expressdo do AR em comparacdo ao controle (ET), enquanto o tratamento com DHT nao
alterou a expressdo proteica do receptor. No entanto, os tratamentos com FLU e FUL
reduziram a expressdo do AR em 33% e 37%, respectivamente. Em ‘B’ observa-se as bandas
detectadas por Western Blot para 0 AR, visualizadas ap6s 1 minuto de exposicao e para a B-

actina (controle enddégeno).

Figura 20 (A e B) - Modulacdo da expressdo do AR por Western blot nas
células tratadas com andrdgenos e antagonistas de receptores de hormonios
sexuais por 5 dias. Grafico representativo da densitometria das bandas, em
“fold change” (A) e expressao das bandas para o AR e B-actina (B).
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5.4.2 Receptor de estrogeno alfa (ER-a)

A Figura 21 (A e B) representa a andlise da expressdo proteica do ER-a entre o0s
diferentes grupos experimentais. Em ‘A’ ¢ demonstrada a representagdo grafica do “fold
change” da densitometria das bandas detectadas. Observou-se que a expressdo do ER-a
praticamente triplicou com o tratamento com T. Além disso, foi notado um aumento na
expressao proteica nos grupos DHT (82%), FLU (55%) e FUL (52%) quando comparado ao
controle (ET). Em ‘B’ observa-se a imagem representativa das bandas detectadas por Western
Blot para o ER-a, visualizadas ap0s 25 segundos de exposicdo e para a B-actina (controle

enddgeno).

Figura 21 (A e B) - Modulagéo da expresséo do ER-a por Western blot nas
células tratadas com andrdgenos e antagonistas de receptores de hormoénios
sexuais por 5 dias. Gréfico representativo da densitometria das bandas, em
“fold change” (A) e expressao das bandas para o ER-a e B-actina (B).
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5.4.3 Receptor de estrégeno beta (ER-pB)

A Figura 22 (A e B) representa a analise da expressdo proteica do ER-B entre os
diferentes grupos experimentais. Em ‘A’ ¢ demonstrada a representacdo grafica do “fold
change” da densitometria das bandas detectadas. Os tratamentos com T e DHT exerceram
pouco efeito na expressdo do ER-B. No entanto, FUL mostrou uma reducéo de 58% nos niveis
proteicos do receptor quando comparado ao controle (ET). Em ‘B’ observa-se a imagem
representativa das bandas detectadas por Western Blot para o ER-p, visualizadas ap6s 7.1

segundos de exposi¢do e para a B-actina (controle endégeno).

Figura 22 (A e B) - Modulagdo da expresséo do ER-3 por Western blot nas células tratadas
com andrdgenos e antagonistas de receptores de horménios sexuais por 05 dias. Grafico
representativo da densitometria das bandas, em “fold change” (A) e expressdo das bandas
para ER-f e f-actina (B).
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6 DISCUSSAO

Estudos em humanos e em animais experimentais tem sugerido que alteragdes dos
niveis sericos dos andrdgenos estdo associados com um desequilibrio entre formacao e
reabsorcdo dssea (Vanderschueren et al.!®*, 2014), contribuindo para o desenvolvimento de
osteoporose (Tirabassi et al.}*’, 2014) e exacerbacdo da perda dssea alveolar em doenca
periodontal instalada (Steffens et al.1*, 2015), sobretudo no género masculino. Recentemente,
nosso grupo de pesquisa avaliou a participacdo de andrdgenos na regulacdo da resposta
imunoinflamatdria e metabolismo 6sseo associados tanto em condi¢do de doenca quanto no
reparo periodontal em fémeas (dados ainda ndo publicados). Vérios relatos mostram que
androgenos podem regular o metabolismo Gsseo através de efeitos sobre osteoclastos e seus
precursores (Bellido et al.%, 1995; Liu et al.2?, 2007; Leblebicioglu et al.”®, 2013; Steffens et
al.'*®, 2015). Entretanto, 0 mecanismo de ac¢io ainda permanece controverso, uma vez que
diferentes modelos de osteoclastogénese sdo empregados, dificultando a interpretacdo desses
achados. Sendo assim, este trabalho avaliou o impacto de andrégenos sobre a diferenciagdo e
atividade de osteoclastos de camundongos fémeas.

No presente estudo, CMO foram isoladas através do procedimento de “flushing”,
conforme previamente descrito por Arai et al.® (1999) e estimuladas com RANKL e MCS-F
em associacdo aos tratamentos propostos. Tais procedimentos foram realizados com o
objetivo de que houvesse a presenca dos farmacos em estagios precoces da diferenciacédo
celular, incluindo a proliferacdo de progenitores mononucleares e formacdo de pré-
osteoclastos. No entanto, a cultura celular obtida é mista, com a presenca de outros tipos
celulares, incluindo células estromais (Sinnesael et al.*3*, 2015) e da linhagem de osteoblastos
(Takahashi et al.1*, 1999). Nesse sentido, ha evidéncias que culturas puras de osteoclastos
podem responder de forma diferente ao RANKL e MCS-F quando comparado com culturas
mistas (Sorensen et al.**%, 2006).

Com o objetivo de avaliar o impacto dos androgenos sobre a diferenciagdo de
osteoclastos, foi realizada a quantificacdo de células multinucleadas (>3 nucleos) e TRAP*
(Yasuda et al.'®®, 1999) formadas entre os diferentes grupos experimentais. Observamos que
os tratamentos com T (1nM) e DHT (1nM) ndo alteraram o nimero de osteoclastos,
corroborando resultados de Steffens et al.'*® (2015), que verificaram os efeitos inexpressiveis
da T (1nM) sobre o nimero de osteoclastos derivados de macr6fagos murinos RAW264.7.

Além disso, os resultados do presente estudo estdo de acordo com os achados de Turner et
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al**. (2008), que observaram a auséncia de efeitos da DHT sobre o nlimero de osteoclastos in
vitro. Deste modo, nossos resultados indicam que os andrégenos ndo exercem impacto sobre a
diferenciacéo de osteoclastos. Por outro lado, outros estudos evidenciam os efeitos inibitorios
dos andrégenos sobre osteoclastos e seus precursores (Pederson et al.'’, 1999; Huber et al.®°,
2001; Michael et al.%, 2005; Chen et al.%, 2001; Martin-Millan et al.®t, 2010; Sun et al.1*,
2013).

Sabe-se que T pode ser convertida em E2 através da enzima aromatase, a qual é
expressa em osteoclastos (Van Der Eerden et al.*>?, 2004). Além disso, estudos demonstram
que o E2 exerce efeitos inibitdrios sobre a osteoclastogénese (Shevde et al.*3°, 2000; Sorensen
et al.1%, 2006; Almeida et al.2, 2013, Wiren et al.’®, 2010). Neste sentido, justifica-se a
utilizacdo do inibidor ndo-esteroidal da aromatase (10 nM ANA) associado ou ndo a T, com 0
objetivo de avaliar os efeitos do bloqueio da interconversdo hormonal. A principio,
observamos que o tratamento com ANA ndo afetou o numero de osteoclastos. N&o
encontramos na literatura evidéncias do efeito isolado do ANA sobre osteoclastos in vitro,
porém ha relatos de efeitos inibitorios sobre a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos
(Zhou et al.1’°, 2015). No presente estudo, o efeito da T sobre o nimero de osteoclastos foi
similar aquele observado no grupo controle, porém sua associacdo ao ANA promoveu a
osteoclastogénese, ao menos em parte, devido ao mecanismo de inibi¢cdo da conversdo de T
em E2 por ANA (Yanase et al.*®*, 2001). Sendo assim, sugere-se um efeito inibitorio indireto
da T sobre a diferenciacdo de osteoclastos. Por outro lado, Chen et al.?® (2001) n&o
observaram efeitos da associacdo de T com ANA, evidenciando que a acdo da T ocorre
independente da conversdo em E2 e ativagéo de ERs.

Os efeitos da inibicdo farmacoldgica do AR foram avaliados utilizando um farmaco
antagonista ndo esteroidal (FLU) que compete pelo sitio de ligacdo do receptor, bloqueando a
acdo endogena e exogena da T (Singh et al.**3, 2000). Observamos que o tratamento com FLU
aumentou significativamente o nimero de osteoclastos. De modo semelhante, outros autores
demonstraram um aumento da proliferacdo e diferenciacdo de células da calvaria de roedores
expostas & FLU (Cray et al.?®, 2011). No entanto, estudos em osteoclastos ndo demonstraram
efeitos da FLU aplicada isoladamente (Chen et al.?%, 2001; Michael et al.*3, 2005).

No presente estudo, aventa-se a possibilidade da acdo direta da FLU sobre a
diferenciacéo de osteoclastos. Nao obstante, o efeito observado nas células tratadas com FLU
pode ser devido a presenca de hormonios esteroides sexuais endégenos ao FBS (Miki et al.%,
2007), incluindo os andrégenos, os quais competiriam com a FLU pelo sitio de ligacdo do

AR, favorecendo assim a osteoclastogénese. Neste sentido, ha relatos na literatura da
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utilizagdo do Charcoal-dextran associado ao soro fetal, com o objetivo de absorver hormonios
livres e outras substancias enddgenas ao FBS (Lindquist, De Alarcon®’, 1987; Shevde et al.1%®,
2000; Michael et al.*3, 2005; Sedelaar, Isaacs!?®, 2009) e deste modo, evitar possiveis vieses
no experimento. No presente estudo, a associacdo de T com FLU aumentou o numero de
osteoclastos, corroborando com os achados de Chen et al.?® (2001). Deste modo, sugere-se
que a inibigcdo farmacoldgica do AR promove a diferenciagdo de osteoclastos in vitro. In vivo,
0 bloqueio do AR com FLU favorece a osteoclastogénese (Steffens et al.**8, 2015).

Ainda em relacdo ao ensaio de diferenciacdo, observamos que a inibicdo farmacoldgica
do ER utilizando FUL (10nM) também aumentou o nimero de osteoclastos. Os mecanismos
sugeridos para explicar estes achados sdo: 1) Acdo direta do FUL sobre a diferenciacdo de
osteoclastos 2) A presenca de hormdnios esteroides sexuais endogenos ao FBS, conforme
sugerido anteriormente. Por outro lado, Michael et al.®® (2005) ndo observaram efeitos do
FUL aplicado isoladamente. In vivo, o tratamento com FUL em camundongos fémeas
aumentou o numero de osteoclastos no fémur quando comparado aos animais ndo tratados
(Endo-Munoz et al.**, 2010). No presente estudo, observou-se que o tratamento com T+FUL
também aumentou o numero de osteoclastos, porém Chen et al.?® (2001) ndo observaram
efeitos dessa associacdo de farmacos. Aventamos a hipétese de que o blogueio farmacol6gico
do ER pode favorecer a osteoclastogénese, ao menos em parte, por inibir a ligacdo do E2
proveniente da aromatizacio da T (Manolagas et al.% 2013). De fato, os estrogenos
promovem a apoptose de osteoclastos mediada pelo aumento da expressdo de Fas-ligante e de
TGF-B (Nakamura et al.’® 2007). Nesta perspectiva, nossos resultados sugerem que a
modulacdo do ER por FUL favorece a diferenciacdo de osteoclastos.

A regulacdo da transcricdo génica pelo complexo hormdénio-receptor parece ser a
principal acdo biologica dos hormonios esteroides sexuais, promovendo a ativagdo e
transcricio do mRNA por vias gendmicas (Nemere et al.1%2, 2003; Mariotti, Mawhinney®,
2013). Além disso, vias ndo gendmicas podem indiretamente influenciar a transcricdo génica,
através da ativacdo de vias de transducdo de sinal que atuam sobre fatores de transcri¢éo
(Wang et al.'®, 2014). Desta forma, além da contagem celular sob microscopia de luz,
avaliamos o impacto dos andrégenos na diferenciacdo de osteoclastos em nivel molecular, por
meio da quantificacdo da expressdao de genes envolvidos com o estdgio de diferenciacéo
osteoclastica (RANK, NFATc1 ITGB3, CTSK).

Dentre os genes analisados no presente estudo, a expresséo do mRNA de RANK néo foi
alterada pelos tratamentos propostos. Vale ressaltar que as células foram lisadas para a

extracdo de RNA total transcorridos 5 dias do inicio do experimento, 0 que pode nédo ser o
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periodo ideal para a avaliacdo da expressdo génica de RANK. Neste sentido, o trabalho de
Park et al.}1® (2015) demonstrou que a expressdo do mRNA de RANK é regulada de forma
tempo dependente (12-48h) apos o estimulo com RANKL. A literatura é limitada em relagédo
aos efeitos dos androgenos sobre a expressdo génica de RANK em osteoclastos, porém, ha
evidéncias que T aumenta a expressdo do mRNA de osteoprotegerina (OPG) em osteoblastos,
exercendo um efeito protetor em relagdo a osteoclastogénese (Chen et al.??, 2004). Por outro
lado, estudos demonstram o efeito dos estrogenos em regular negativamente a expressdo
génica de RANK (Bashir et al.”, 2005). Verificamos que os tratamentos com FUL e T+FUL
demonstraram uma tendéncia ao aumento do mMRNA de RANK, indo ao encontro com o
aumento significativo do nimero de osteoclastos observado no ensaio de diferenciagao.

De modo semelhante, a expressédo do mRNA de CTSK ndo foi alterada pelos
tratamentos propostos. De acordo com 0 nosso conhecimento, ndo ha evidéncias do impacto
dos andrdgenos sobre a expressao génica de CTSK em osteoclastos. Por outro lado, estudos
demonstram que os estrégenos reduzem a expressdao do mRNA de CTSK in vitro (Mano et
al.®, 1996; Imai et al.5!, 2009). Além disso, ndo observamos efeitos dos tratamentos sobre a
expressdo génica de NFATc1 e ITGB3. In vivo, Chin e Ima-Nirwana.?* (2015) demonstraram
que o tratamento com T em ratos orquiectomizados ndo alterou a expressdo dos referidos
genes.

De modo geral, os tratamentos com FLU e FUL na presenca ou auséncia de T,
mostraram uma tendéncia para a alteracdo da expressdo génica, seguindo um padréo
semelhante ao observado no ensaio de diferenciacdo, porém com grande variabilidade e sem
diferenca estatistica. Desta forma, sugere-se que o blogqueio farmacolégico dos receptores de
horménios sexuais pode estar relacionado com a expressao de genes envolvidos na regulacéo
da osteoclastogénese.

Os efeitos anti-reabsortivos dos estrogenos sobre osteoclastos sdo bem estabelecidos na
literatura (Oursler et al.'%®, 1991; Kameda et al.%%, 1997; Sarma et al.}?®, 1998; Parikka et
al.!*® 2001; Faloni et al.*?, 2007;), porém os efeitos dos androgenos permanecem
controversos. Deste modo, o impacto de andrdgenos sobre a atividade de osteoclastos foi
avaliado através da formacdo de pocos de reabsor¢cdo em um substrato mineralizado. Para
tanto, as celulas foram cultivadas em uma placa revestida com fosfato de céalcio sintético,
conforme metodologia previamente descrita por Sun et al.!*! (2015) e Sinnesael et al.!3
(2015).

Observamos que os tratamentos com T e DHT ndo exerceram impacto na atividade de

osteoclastos, sugerindo um efeito limitado dos andrégenos na reabsorcdo do substrato
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mineralizado. Por outro lado, estudos in vitro evidenciam os efeitos inibitdrios da T e/ou DHT
(Michael et al.*®, 2005; Pederson et al.'!’, 1999). E importante salientar que diferencas
metodologicas podem explicar as divergéncias com 0s nossos achados. Vale ressaltar que 0s
autores anteriormente citados utilizaram uma cultura praticamente pura de osteoclastos, sem a
presenca de células estromais, as quais podem produzir OPG sob estimulo da T ou E2 (Saika
et al.?3, 2001) e influenciar na resposta aos tratamentos. Além disso, células estromais da
medula éssea podem produzir TGF-B sob estimulo do DHT, o qual esta relacionado com a
apoptose de osteoclastos (Olsen et al.l%”, 2001). Ressalte-se também que os efeitos anti-
reabsortivos dos andrdgenos estdo relacionados a inibicdo da producdo de IL-6 por células da
medula 6ssea e da linhagem osteoblastica (Bellido et al.®, 1995; net al.>¢, 1999).

O tratamento com T+ANA aumentou significativamente a atividade de osteoclastos,
corroborando com os resultados do ensaio de diferenciacdo. E provavel que a inibicdo da
aromatizagdo de andrdgenos em estrogenos promovida pelo ANA (Yanase et al.'®*, 2001) seja
um importante componente desta resposta. Deste modo, sugere-se um efeito indireto da T em
inibir a atividade de osteoclastos, mediante sua conversdo em E2 e modulacdo de ERs. Tal
afirmativa é apoiada na observacdo de que a deficiéncia da aromatase em modelo
experimental in vivo favorece a perda 6ssea em fémeas (Oz et al.!!°, 2007). Neste sentido, um
estudo clinico em humanos demonstrou que a terapia com inibidores da aromatase promove a
perda de densidade mineral Gssea, favorecendo o risco de fraturas (Knobf et al.%”, 2016).
Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a inibicdo da interconversdo hormonal
esta associada com o desequilibrio entre formacao e reabsorcao 6ssea.

Além disso, o tratamento com FLU promoveu um aumento significativo da atividade de
osteoclastos, assim como observado no ensaio de diferenciagdo. No entanto, Michael et al®,
(2005) n&o observaram efeitos da FLU isoladamente. In vivo, efeitos semelhantes ao bloqueio
farmacologico com FLU séo observados em animais machos knockout para o AR, ocorrendo
um aumento do turnover ésseo e redugdo do volume de osso trabecular e cortical (Callewaert
et al.’®, 2009;Callewaert et al.*®, 2010). De modo semelhante, camundongos fémeas knockout
para 0 AR apresentam reducdo do volume de osso esponjoso (Yeh et al.*%8 2002), assim
como a delecdo do AR em células progenitoras mesenquimais de fémeas promove a reducéo
da densidade mineral 6ssea e do nimero de trabéculas no fémur (Maatta et al.8%, 2013). A
andlise conjunta desses achados sugerem que a modulagdo do AR por farmacos antagonistas
favorece a reabsorcéo 0ssea.

No presente estudo, o tratamento com T+FLU n&o alterou a atividade de osteoclastos,

contrariamente ao relatado por Michael et al.®® (2005). Por outro lado, o tratamento com FUL
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associado ou ndo a T, aumentou significativamente a formacdo de pocos de reabsorgéo,
semelhante ao observado no ensaio de diferenciagdo. Evidéncias indicam que grande parte
dos efeitos dos andrégenos no 0sso € mediada por sua aromatizagdo em estrogenos (Riggs et
al.'?!, 2002; Rochira et al.}??, 2015). Nesta perspectiva, ha evidéncias dos efeitos diretos do
E2 em inibir a atividade de osteoclastos in vitro (Oursler et al.'®®, 1991). Por outro lado,
estudos recentes sugerem que os efeitos anti-reabsortivos dos andrégenos ndo sdo devido a
acdo hormonal direta via AR em osteoclastos (Kawano et al.%®, 2003; Ucer et al.’™°, 2015;
Sinnesael et al.'**, 2015), corroborando com as evidéncias do presente estudo de que o0s
andrégenos ndo atuam diretamente sobre a diferenciacdo e atividade de osteoclastos de
camundongos fémeas.

Os efeitos bioldgicos dos horménios esteroides sexuais sdo mediados através de
receptores proteicos, os quais s0 expressos em células dsseas (Bellido et al.®, 1995; Ucer et
al.’®, 2015). Estudos in vitro tem sugerido a presenca do AR em osteoclastos de diferentes
espécies, o qual pode mediar agBes diretas dos androgenos (Mizuno et al.%, 1994; Pederson et
al.!’, 1999; Huber et al.%°, 2001; Van Der Eerden et al.*>?, 2004; Ucer et al.*>°, 2015). Além
disso, osteoclastos e seus precursores expressam ERo e/ou ERP (Riggs et al.!?, 2002)
mediando ag¢Bes indiretas da T através da aromatizacdo em E2.

Sendo assim, o presente estudo analisou a modulacdo da expressédo proteica do AR,
ERa e ERP pelos tratamentos propostos, utilizando a técnica de western blot. Os resultados do
western blot demonstraram que células de camundongos fémeas expressam 0s receptores
hormonais estudados, validando os experimentos realizados. Deve-se atentar, entretanto, para
o fato de ndo termos utilizado uma cultura pura de osteoclastos, havendo a presenca de células
estromais, as quais expressam receptores de hormonios sexuais (Olsen et al.1%’, 2001; Sanyal
et al.'?*, 2005; Sinnesael et al.!3 2015), constituindo uma limitagdo do nosso estudo.
Inicialmente, confirmamos as evidéncias de que células de fémeas expressam o AR (Yeh et
al.1®8 2002; Manolagas et al.28 2013). Por outro lado, um estudo recente sugere que a
presenca do AR em osteoclastos é duvidosa e ndo esta relacionado com inibicdo da
osteoclastogénese (Sinnesael et al.’**, 2015). No presente estudo, o tratamento com T
aumentou a expressao do AR, corroborando com as evidéncias de que os andrdgenos regulam
positivamente a expressdo do referido receptor (Wiren et al.2, 1997). Sabe-se que a DHT
possui maior afinidade de ligagdo ao receptor hormonal em comparacdo a T (Aggarwal et al.?,
2010), porém o tratamento com DHT ndo alterou a expressdo do AR.

Verificamos ainda que os tratamentos com FLU e FUL (ICI 182,780) reduziram a

expressao do AR. A reducdo na expresséo do AR promovida pelo FUL pode ser
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fundamentada no estudo de Fernandes et al.** (2011), no qual observou-se que o tratamento
com FUL reduziu a expressdo do AR na prdstata ventral de ratos. Resultados semelhantes
foram encontrados por outros autores em células tumorais prostaticas expostas ao FUL
(Bhattacharyya et al.*?, 2006).

Em relacdo aos ERs, observou-se que a expressdo proteica do ERa praticamente
triplicou nas células tratadas com T, sugerindo que a ativagdo do receptor ocorreu, a0 menos
em parte, devido a aromatizagdo de T em E2 (Yanase et al.!®* 2001), confirmando as
evidéncias do presente estudo sobre os efeitos indiretos dos androgenos em osteoclastos e
seus precursores. Além disso, os tratamentos com DHT, FLU e FUL também aumentaram a
expressdo do ERa. Nesta perspectiva, estudos in vivo sugerem que o ERa esté relacionado
com a inibicdo da reabsorcdo Ossea através de efeitos diretos em osteoclastos de fémeas
(Nakamura et al.1%, 2007; Martin-Millan et al.%%, 2010). In vivo, 0 ERa regula a remodelagio
6ssea em machos, enquanto em fémeas tanto o ERa quanto o ER estdo relacionados com a
regulacio do metabolismo dsseo (Syed, Khosla*, 2005). Além disso, observamos que o0
tratamento com FUL reduziu a expressao do ERp, sugerindo que o bloqueio farmacologico do
receptor de estrégeno pode exercer efeitos sobre osteoclastos maduros, e consequentemente,
favorecer a reabsorgdo 6ssea (Sorensen et al.**°, 2006).

Embora existam evidéncias sobre os efeitos dos andrégenos na regulacdo do
metabolismo dsseo no género feminino (Shifren et al.®!, 2000; Bachmann et al.®, 2002), as
funcdes fisioldgicas do AR podem néo ser significantes devido aos altos niveis de estrégenos
presentes em fémeas (Kawano et al.%5, 2003). No entanto, em situacdes de baixos niveis de
estrégeno como ocorre em mulheres p6s-menopausadas, 0 AR pode mediar a¢des fisioldgicas
significantes contra a perda 0ssea (Davis, Wahlin-Jacobsen®3, 2015).

De modo geral, os resultados demonstram que os andrégenos exercem limitada
participacdo na diferenciacdo e atividade de osteoclastos de camundongos fémeas e que este
processo € mediado, pelo menos em parte, por efeitos indiretos da T e ativacdo de ERs.
Observamos também que a modulacdo de receptores de hormonios sexuais favorece a
diferenciacdo e atividade de osteoclastos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
investigar os efeitos diretos dos antagonistas de receptores ndo esteroidais, utilizando um

modelo de osteoclastogénese que empregue uma cultura pura de osteoclastos.
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7 CONCLUSAO

v Os androgenos (T e DHT) exercem limitada participacdo na diferenciacdo e atividade

de osteoclastos de camundongos fémeas.

v Os efeitos da T sobre osteoclastos de camundongos fémeas foram relacionados, ao

menos em parte, a acdes indiretas mediadas pela interconversao hormonal em E2.

v" A modulacéo dos receptores de hormdnios sexuais e 0 bloqueio da enzima aromatase,
regulam positivamente a diferenciacéo e atividade de osteoclastos.

v' Os androgenos ndo alteraram a expressdao de genes relacionados ao estagio da

diferenciacéo osteoclastica (RANK, NFATCL, B3 integrina e Catepsina K).

v' Este estudo confirmou as evidéncias de que células de camundongos fémeas
expressam 0 AR, ERa e ERP e que os tratamentos com andrdgenos e farmacos

antagonistas modulam a expressdo de receptores para hormonios sexuais.
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