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Resumo

O tecido Gsseo é extremamente complexo e regulado por fatores sistémicos e locais,
apresentando consideravel atividade metabdlica que envolve a remocdo do 0sso
mineralizado pelos osteoclastos, seguida pela formacdo da matriz Ossea pelos
osteoblastos. A associacdo de triiodotironina (T3) e estrogeno (E2) pode levar a uma
resposta complexa a atividade do tecido 6sseo sendo que o T3 possui efeito tanto sobre
a reabsor¢do como na formacao 6ssea e 0 E2, em baixo nivel, pode levar a osteoporose
e no estado normal garante a supresséo de citocinas, a partir do sistema RANKL, OPG e
c-Fos, que participam ativamente no remodelamento ésseo. Dessa forma, muitos
estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar a agdo hormonal sobre o
metabolismo 6sseo. Entre essas pesquisas, tém sido isoladas células-tronco
mesenquimais (CTMs) a partir do tecido adiposo humano e diferenciadas em
osteoblastos. Baseado nisso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito do T3 e E2
nas concentracdes infrafisiologica (T3I/ 101°M e E21/ 10°M); fisiologicas (T3F/10°M
e E2F/108M) e suprafisiologicas (T3S/108M) separadamente e em diferentes
associacOes de T3I (T3I+E2l e T3I+E2F); T3F (T3F+E2l e T3F+E2F) e T3S (T3S+E2I
e T3S + E2F) e diferentes associacOes de E21 (E21+T31 e E2I+T3F e E21+T3S); E2F
(E2F+T3l e E2F+T3F e E2F+T3S) sobre a expressdo génica e proteica de RANKL,
OPG e c-FOS. Quando associados, a maioria desses hormdnios aumentou 0s niveis
génicos da célula estudada. Em conclusdo, podemos afirmar que as doses analisadas de
T3 e E2, foram capazes de aumentar 0s niveis génicos e a sintese proteica de RANKL,
OPG e c-FOS e que principalmente nas associacdes foi eficaz para aumentar a
expressao génica desses genes.

Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; Estrogeno; RANKL;

OPG e c-FOS e osteoblasto.



Abstract

Bone tissue is extremely complex and is regulated by systemic and local factors,
presenting a considerable metabolic activity involving the removal of mineralized bone
by osteoclasts in balance with the formation of bone matrix by osteoblasts. The
association of triiodothyronine (T3) and estrogen (E2) may lead the activity of bone
tissue to complex responses, due to T3 effects on both bone formation and reabsorption,
and E2 being able to lead to osteoporosis when at low levels, or, at normal levels,
maintain the suppression of the cytokines RANKL, OPG, and c-FOS, which take part
actively on bone remodeling. To date, many studies have been done to verify hormone
actions on bone metabolism. Among them, mesenchymal stem cells (MSC) have been
isolated from human adipose tissue and differentiated into osteoblasts. The aim of our
study was to evaluate the effect of both T3 and E2 on RANKL, OPG, and c-FOS gene
and protein expression, at infra- (T3I, 10"1°M; E2I, 10°M), physiological (T3F, 10°M;
E2F, 108M) supra- (T3S, 10®M) and doses. Cells were treated with hormones
separately or in all possible combinations of T3 and E2 doses. The majority of
associated treatments increased gene expression levels of all genes. We can state that
the doses included in this study, of both hormones, efficiently increase the expression of
the analyzed genes, especially when associated.

Key-words: Mesenchymal stem cells; Triiodothyronine; Estrogen; RANKL; OPG; c-

FOS; osteoblast.
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Introducéo

O 0sso0 € um tecido que tem o poder de regenerar e reparar-se constantemente ao
longo de toda a vida. Esse processo designado remodelagdo dssea permite a reparacao
de ossos antigos e danificados. Dessa forma, células especializadas como 0s
osteoclastos que removem a matriz mineralizada e osteoblastos que depositam nova
matriz 6ssea, trabalham em conjunto durante este processo [1].

Os osteoblastos regulam diretamente a sintese e mineralizacdo da matriz dssea
por meio do seu prdprio mecanismo de acdo. Além disso, a reabsor¢do Ossea €
indiretamente controlada por essas células por meio de fatores paracrinos que atuam nos
osteoclastos. Por exemplo, a liberacdo do ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANKL) pelos osteoblastos inicia a reabsor¢do 6ssea, por meio da ligagdo ao
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) presente na superficie de
precursores de osteoclastos [2]. Ainda nesse processo de remodelacdo, a
osteoprotegerina (OPG) produzida pelos osteoblastos € um receptor que se liga ao
RANKL competindo com 0 RANK inibindo a diferenciacdo e o processo de reabsorcao
pelos osteoclastos in vitro e in vivo [3]. A quantidade de OPG produzida regula a massa
Ossea e com a elevada producdo dessa proteina faz com que o RANKL esteja menos
disponivel para ligacdo com 0 RANK, favorecendo assim o aumento da massa 0ssea.
Menores concentracfes de OPG resultam em maior disponibilidade de RANKL para a
ligacdo com RANK, contribuindo para maior reabsorcdo e diminuicdo da massa 6ssea
[4]. Desse modo, acredita-se que a OPG possa ter efeito protetor sobre 0 0sso.

Outro fator secretado pelos osteoblastos, que participa da remodelacdo, é a
proteina c-Fos que, quando elevada, favorece a maturacdo e proliferacdo dos

osteoblastos in vitro [5]. Essa proteina tem ac¢do importante tanto nos osteoblastos como



nos osteclastos, porém, ainda ndo é totalmente elucidado a fungdo de c-Fos nos
diferentes processos de remodelacao 6ssea [6].

Fatores sistémicos como hormdnio tireoidiano e estrogeno atuam no tecido
0sseo, tanto no processo de reabsor¢do como na formagdo Gssea. Assim, no organismo,
esses hormonios interagem com os fatores locais da remodelacdo para manter a
integridade do esqueleto. Entretanto, ndo é totalmente esclarecido como esses

hormdnios atuam nas células 6sseas apesar de algumas vias serem conhecidas [7].

1.1 Osteoblastos derivados de células-tronco mesenquimais

Nos ultimos anos testemunhamos grande avanco no campo da biologia do tecido
0sseo. A observacdo cientifica sobre esse tecido evoluiu de forma particularmente
interessante, com 0 mesmo passando a ser considerado um Orgdo extremamente
complexo, regulado por uma série de fatores sistémicos e locais [8]. Nesse sentido, uma
série de descobertas fundamentais tem contribuido para melhor entendimento da
biologia 6ssea, dentre os quais podemos destacar a identificacdo de receptores para
horménios sexuais na membrana das células 6sseas [9,10]; a identificagdo de linhagens
de células-tronco mesenquimais (CTMs) a partir do tecido adiposo (TA) e sua
diferenciacdo em osteoblastos [11,12] e a inducdo a osteoclastogénese a partir do
sistema OPG/RANKL/RANK [13].

Frente a isso, alguns estudos mostram que o TA, que é derivado do mesénquima,
contém um estroma que pode ser isolado. Esse tecido representa fonte consideravel de
células-tronco (CT) com potencial de multiplas linhagens. Estas células, chamadas de
CT multipotentes derivadas de adipdcitos, foram estabelecidas em cultura e mantiveram
suas caracteristicas ao longo de varias passagens [14]; além disso, podem se diferenciar,

in vitro, em adipdcitos, condroblastos e osteoblastos [15].



Sabe-se que, apds o processo de diferenciacdo osteogénica, 0s osteoblastos
desempenham importante papel na formacdo e na manutencdo do sistema esquelético,
ndo apenas por sintetizar a matriz 6ssea, mas por exercer importante controle na
atividade dos osteoclastos [16]. A diferenciacdo dos osteoclastos, células responsaveis
pela reabsorcdo éssea, ocorre a partir de progenitores hematopoéticos, processo
conhecido como osteoclastogénese. Conforme anteriormente explicitado, essas células
mantém uma estreita relacdo, objetivando a manutencdo da massa 0ssea. Dessa forma,
ap6s a remocdo do 0sso mineralizado pelos osteoclastos, ocorre a formagdo pelo

osteoblastos [17], processo conhecido como remodelacdo Ossea.

1.2 Agéo da via OPG/RANK/RANKL

Um importante estimulador da osteoclastogénese é a via OPG/RANK/RANKL.
RANKL ¢é produzido por precursores de osteoblastos e pode ser liberado na matriz
0ssea ou permanecer na membrana dessas células. J& o RANK estd presente em
precursores osteoclasticos que, ao se ligar com RANKL, ativa a diferenciacdo dos
precursores a osteoclastos maduros. A osteoprotegerina (OPG), uma proteina homologa
aos membros da superfamilia de receptores do TNF, atua como um inibidor soltvel da
ativacdo dos osteoclastos, ligando-se a0 RANKL e impedindo a maturacdo dessas

celulas [18].



Percursores dos osteoclastos Maturagdo dos osteoclastos

Figura 1. Sistema RANKL/RANKL/OPG: Osteoblastos regulam a diferenciacdo dos osteoclastos. A
ligacdo RANKL/RANK ativa a diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos. A OPG liga-se a0 RANKL e
impede a ligagdlo RANKL/ RANK e consequantemente a maturacdo dos osteoclastos e a reabsorcéo

0ssea. Adaptada de Na Kyung Lee, 2010 [19].

1.2.1 Interacdo do fator de transcrigdo c-Fos na via OPG/RANK/RANKL
O c-Fos, um componente da proteina ativadora 1 (AP-1) € um importante fator
de transcricdo para a osteoclastogénese [20]. A deficiéncia deste componente pode levar
a osteopetrose grave, secundaria a falta de osteoclastos maduros, visto que 0 mesmo é
necessario para a diferenciagdo dos macrofagos em osteoclastos. Por outro lado, a
superexpressdo de c-Fos pode induzir ao osteossarcoma e/ou a osteoesclerose que sdo
caracterizadas pelo aumento da massa Ossea devido a maior diferenciacdo dos

osteoblastos [21]. Nicholls et al [22] relatam que ele desenvolve importante funcdo na



osteoclastogénese como parte da ativacdo da via RANKL. Porém, ainda ha divergéncia

quanto ao seu real efeito na manutencdo do estado de diferenciacéo de osteoclastos [20].

1.3 Papel do horménio Tireoidiano no remodelamento dsseo

As acdes do hormonio triiodotironina (T3) no 0sso s&o complexas e apenas
parcialmente compreendidas. Sabe-se que o T3 age por meio de vias diretas e indiretas,
durante todas as fases do ciclo do remodelamento 6sseo e possui efeito tanto sobre a
reabsorcao como sobre a formacdo dssea sendo, portanto, importante para a manutengao
da integridade do esqueleto. Além disso, 0 horm6nio aumenta a expressao do mRNA do
RANKL em células pré-osteoblasticas, ativando a osteoclastogénese [23].

A interacdo da atividade dos osteoblastos com osteoclastos, definido como
remodelamento 06sseo, diminui na vida adulta. Esse fato pode se agravar com a
ocorréncia do hipotireoidismo [24], predispondo ao retardo neste remodelamento,
principalmente na fase de mineralizacdo [25]. J& no hipertiroidismo, ocorre um aumento
na atividade osteoblastica e osteoclastica com predominio de reabsorcdo Ossea,
representando fator de risco para a osteoporose [26].

Contudo, alguns estudos relatam que a reabsor¢do 6ssea osteoclastica estimulada
pelo T3 ocorre somente na presenca de co-culturas de osteoblastos [27,28] indicando
que o alvo primario da acdo do T3 é osteoblastos. Isto indica uma possivel interacao
com o RANKL para que o processo de diferenciacdo induzida pelo horménio ocorra.
Entretanto, Kanatani et al. [28] observaram que T3 estimulou a diferenciacdo
osteoclastica de maneira dose-dependente, aumentando a OPG, mas néo a expressdo do
RANKL, sugerindo que o efeito estimulatdrio do T3 na formacgéo de osteoclastos ndo

foi mediado pelo sistema RANKL/OPG.



Outros fatores, como c-Fos e prostaglandina E2 (PGE2) poderiam regular a
diferenciacdo osteoclastica independentemente do sistema RANK/RANKL. Embora o
horménio tireoidiano aumente a atividade de osteoblastos e osteoclastos in vivo e em
cultura de células, pouco é conhecido sobre seus efeitos na transcricdo de genes alvo

nestas células [7].

1.4 Papel do Estrogeno na remodelagédo 6ssea

Devido as suas mdltiplas fungbes, os osteoblastos e osteoclastos estdo sob
controle rigoroso de hormonios, dentre eles o estradiol (E2) [29]. Esse horm6nio pode
tanto estimular como inibir a proliferacdo de osteoblastos, e também exercer importante
influéncia nos osteoclastos. A diminuicdo do E2 estimula a osteoclastogénese, o que
ocorreria via mediacdo osteoblastica e seria dependente da presenca de receptores para
interleucina-6 (IL-6) nessas células [30]. O E2 se liga aos osteoblastos induzindo-os a
aumentar a producdo de OPG e suprimir a producdo de RANKL — uma combinacao de
sinais que impede a formacéo de osteoclastos, mantendo o controle sobre a perda dssea
[31,32].

A diminuicdo do E2 é o fator responsavel pela génese da osteoporose apds a
menopausa, por interferir na atividade metabolica dssea, acelerando o ciclo de
remodelagdo com perda éssea intensa [33]. Porém, apesar do E2 poder diminuir a
osteoclastogénese [32]. Existem evidéncias sugerindo que o declinio da funcdo ovariana
apos a menopausa, com declinio de E2, estaria associado com o aumento espontaneo de
proteinas como RANKL e OPG [34].

Considerando as possiveis repercussdes 0sseas das alteracdes nas concentragdes
tanto do T3 como do E2 e a presenca de pontos nao elucidados nessa fisiopatologia, o

presente estudo pretendeu avaliar em osteoblastos, a expressao génica e proteica de

6



fatores locais envolvidos na remodelacdo Ossea e que poderiam induzir a
osteoclastogénese, na presenca e auséncia de T3 e E2. Esse estudo resultou em trés

manuscritos, 0s quais se encontram expostos ao longo dessa tese.

2. Hipotese

Diferentes concentraces de T3 e E2 alteram a expressdo génica e sintese
proteica de RANKL, OPG e c-FOS em cultura celular de osteoblastos derivados de

células-tronco mesenquimais humanas.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes de
T3 e E2 sobre a expressdo génica de RANKL, OPG e c-FOS em osteoblastos derivados

de células-tronco mesenquimais humanas.

3.2 Objetivos Especificos

» Especificamente, objetivou-se caracterizar as células-tronco mesenquimais por
citometria de fluxo por meio da expressdo de marcadores positivos CD90, CD105,
Nanog, Sox-2, Stro-1 e negativos CD45R0 e CD117.

» Caracterizar linhagem osteoblastica derivada de células-tronco mesenquimais por
analise qualitativa colorimétrica para fosfatase alcalina e osteocalcina e quantitativa
morfomeétrica utilizando a matriz mineralizada na presenca de diferentes

concentracdes de T3 e E2.



» Verificar a expressao génica e proteica de marcadores da estimulagcdo osteoclastica:
RANKL, OPG e c-FOS por meio de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) em

osteoblastos tratados com T3 e E2.
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Abstract

Introduction: Mesenchymal stem cells derived from human adipose tissue (hASC)
have been subjected to extensive investigation due to their self-renewal properties and
potential to restore damaged tissues such as cartilage and bone. Those cells can
differentiate into osteoblasts, which express RANKL - a cytokine that is important for
bone remodelling. Methods: hASC were isolated from the subcutaneous adipose tissue
of patients submitted to abdominoplasty, and characterized by flow cytometry and
marking of vimentin. Those cells were differentiated into osteoblasts through
osteoinduction for 7, 16 or 21 days. Microscopy and flow cytometry were performed to
characterize the differentiated cells. Alkaline phosphatase levels in the culture medium,
mineralized matrix deposit, and RANKL mRNA expression were assessed. Results:
Fluorescence microscopy and flow cytometry showed that hASC expressed markers of
classical mesenchymal stem cells, including Nanog, Stro-1, Sox2, CD105 and CD90,
but not CD117 and CD45R0O. Deposition of calcium, alkaline phosphatase levels, and
RANKL mRNA expression were highest after 16 days of osteoinduction. Confocal
microscopy revealed the expression of RANKL, Nanog, CD 105, and Stro-1, but not
CDA45R0, in osteoblasts after 16 days of differentiation. Conclusions: The fact that the

expressions of alkaline phosphatase and of RANKL peak after 16 days and decrease
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after 21 days of differentiation suggests that osteoblast activity also varies during
osteoinduction. The culture model of osteoblasts at different stages of maturation
contributes to research on tissue engineering. Furthermore, it can contribute to the
understanding of bone physiology and pathophysiology, and might lead to clinical

applications.
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Introduction
The use the adipose-derived stem cells (ASC) has contributed to clinical and

experimental research in a variety of biological and organ systems [1]. Adipose tissue is
derived from the mesodermal germ layer, similar to bone marrow, and contains a
supportive stroma that can be easily isolated from tissue cells, including ASC [2].
Furthermore, it is well documented that fat is an endocrine organ that releases numerous
hormones involved in body physiology, called adipokines, which are important for
sustained maintenance of healthy ASC [3]. Human ASC (hASC) have been subjected to
extensive investigation due to their self-renewal properties and potential to restore
damaged tissues with reduced self-regenerative properties, such as cartilage and bone
[4-5].

Bone remodeling is an important process during which the existing bone matrix
is replaced [6]. This process has a major role in the physiology of adult bone, and
occurs in two stages: bone resorption by osteoclasts, followed by bone formation by
osteoblasts [7]. Osteoblasts stimulate the expression of receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand (RANKL), important for bone remodeling. This cytokine is
responsible for stimulating the formation of osteoclasts, favoring bone resorption in
health and in disease [8]. Preclinical studies are of great importance, as they help to
investigate the system that regulates bone metabolism and the cytokines involved in this
process, and enable better understanding of diseases that compromise the quality of
bone tissue and bone function [9].

hASC have the ability to differentiate into osteoblasts [10] when cultured in
osteogenic differentiation media [11]. This osteoinduction behavior results in a final
product of mineralized matrix that determines a key parameter in bone tissue

engineering [12]. This property to differentiate into osteoblasts make hASC a useful
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experimental model that allows the understanding of the behavior of osteoblasts during
different stages of osteoinduction [13]. This knowledge is necessary not only for
enhancement of SC differentiation techniques, but also for its use in the development of
SC-based therapies against bone diseases [14].

Hence, the present study describes an osteoblast cell culture model derived from
hASC. We evaluated the mineralized matrix deposit, culture medium, and osteoblasts 7,
16 and 21 days after osteoinduction. Our data showed after 16 days of osteoinduction,
alkaline phosphatase levels and RANKL mRNA expression were increased, which the

concomitant expression of osteoblast markers.

Materials and Methods
Human participants

This study was approved by the Ethics Committee of the Botucatu School of
Medicine, Brazil (protocol 3216-2009). Adipose tissue was obtained from six patients
undergoing abdominoplasty after weight loss induced by bariatric surgery, at the Plastic
Surgery Department of the Botucatu Medical School. Abdominoplasty patients were
included in the study if they were younger than age 50, and if their erythrocyte
sedimentation rate (ESR) results were normal. All patients included in this research

study provided written informed consent.

hASC isolation

Subcutaneous adipose tissue samples were subjected to enzymatic digestion.
Briefly, 2 g tissue, 4 mg type | collagenase and 8 ml of PBS were combined. Initially,
cells were seeded at a density of 2 x 10° in a T25 flask, and grown in complete medium,

defined as Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing 10% Fetal Bovine
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Serum (FBS) with 1% penicillin-streptomycin (10,000 g/mL-10,000 w/mL, Invitrogen,
USA) and 0.1% gentamicin (10 mg/mL; Invitrogen). Upon reaching 70% confluency,
cells were trypsinized and transferred to a T75 flask for cell expansion. Once 70%
confluency was reached again, cells were trypsinized and transferred to 6-well plates,
petri dishes, and coverslips for differentiation into osteoblasts. All cell cultures were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 95% O> and 5% CO.. hASC aliquots
were separated during the second passage and frozen in liquid nitrogen until the time of

analysis for cell characterization.

hASC Flow Cytometry
Aliquots of ~2 x 10° hASC were resuspended in PBS and centrifuged for 10 min

at 274 g. Then, cells were stained with each antibody at a concentration of 1 mg/ml at
4°C for 30 min. Used antibodies were CD105 (AbD AbD Serotec, Raleigh, NC, USA),
CD45R0 (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA), and CD90, CD117, Nanog, STRO-1,
and Sox-2 (Abcam Cambridge, MA, USA).

The corresponding isotype antibody was used as a negative control, and the
secondary antibody used was goat anti-mouse 1gG (H/L)-FITC (AbD Serotec). Cells
were pelleted, washed twice with PBS, and fixed with 1% paraformaldehyde. Cell
fluorescence was analyzed on a FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA) using Cell Quest 2.9 software and Vit MDI, which were employed for
acquisition and histogram analysis. Autofluorescence was measured through the
acquisition of cells by flow cytometry, without incubation with fluorochrome-labeled
antibodies. The expression of the surface antigen was determined using the antibodies
described above, and labeling was performed according to the supplier’s

recommendations.
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Vimentin staining in hASC

hASC were cultured in round cover slips (12 x 0.11 mm). First, samples were
fixed with acetone for 10 min, and thereafter washed with ice-cold PBS and incubated
for 30 min in 1% BSA solution. After this period, cells were incubated with specific
antibodies for 1 hour. To label hASC, anti-vimentin was used (Monoclonal mouse -
Clone Vim 3B4 -Dako Denmark). After 1 hour, cells were washed again with PBS and
incubated with a secondary antibody (DyLight) for 1 hour. Lastly, cells were incubated
for 1 min with DAPI for nuclear staining, and immunofluorescence was visualized

using an Olympus microscope (UTV063XC/SNJ41986).

Osteoblasts culture

Freshly-isolated hASC were cultured in DMEM containing 10% FBS with 1%
penicillin-streptomycin (10,000 ¢/mL-10,000 w/mL, Invitrogen, USA) and 0.1%
gentamicin (10 mg/mL; Invitrogen). For hASC differentiation into osteoblasts, complete
DMEM medium plus 0.1 uM dexamethasone (Sigma-Aldrich), 50 uM ascorbic acid
(Gibco), and 10 mM pB-glycerophosphate were used (Sigma-Aldrich). Cells were
maintained in this medium for a period of 7, 16, and 21 days. The culture medium was
replaced three times per week with fresh medium with the same osteogenic components.
hASC were used as a negative control for osteogenic induction, and were cultured in
DMEM in the absence of osteogenic compounds. Cell morphology was evaluated every
3 days, coinciding with the exchange of culture medium, using an inverted microscope,

and all images were obtained using a digital camera.
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Formation of mineralized matrix

The cell monolayer present in the petri dish was washed with PBS; 1X
paraformaldehyde was used to fix the cells (20 min). After the removal of
paraformaldehyde, cells were washed with distilled water. For staining of the
mineralized matrix, cells were stained with Alizarin Red for 5 minutes at room
temperature. After this period, cells were washed several times with distilled water to

remove the dye, and were subsequently photographed in the inverted microscope.

Alkaline phosphatase assay

After 7, 16 or 21 days of osteoinduction, 2 mL of the culture media were
collected, and alkaline phosphatase assays were performed by the immunometric assay
method according to the manufacturer's instructions (Cat. No KAQ1381, Linco

Research Inc., USA).

Fluorescence microscopy for osteoblast markers

After 16 days of osteoinduction, osteoblasts were photographed using confocal
microscopy, and immunofluorescence was visualized using an Olympus microscope
(UTVO063XC/SNJ41986). Cells were plated on glass coverslips and fixed with 4%
formaldehyde. Subsequently, the cover slips were washed and incubated at 50 nM
NH4Cl in PBS. After this period, cells were washed three times with PBS and
permeabilized with 0.1% saponin in PBS. Cells were incubated with primary antibody,
followed by incubation with DyLight 488-conjugated secondary antibody (1:200), and

mounted with media containing DAPI. Antibodies used were anti-RANKL, anti-Strol,
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anti-Nanog, anti-CD105, and anti-CD45RO. Fluorescence was measured for each

protein using NIS Elements AR 3.2 software.

Gene expression of RANKL on osteoblasts

Total mMRNA was extracted from osteoblasts using Trizol method (Invitrogen)
according to the manufacturer's instructions. The High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit for Real-Time PCR (RT-PCR)® (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil) was
used for the synthesis of 20 pL of complementary DNA (cDNA) from 1,000 ng total
RNA. The expression levels of RANKL (Applied Biosystems TNFRSF11--
Hs00243522_m1 assay) were analyzed by real-time quantitative PCR (RT-gPCR). The
analysis was performed on the Applied Biosystems StepOne Plus detection system
using the TagMan commercial qPCR kit (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. The amplification conditions were as follows: enzyme activation at 50°C
for 2 min, denaturation at 95°C for 10 min amplification of the cDNA products by 40
cycles of denaturation at 95°C for 15 s and annealing/extension at 60°C for 1 min. After
normalization to the internal control GAPDH (Applied Biosystems 02758991 g1 test
Hs) (19) by the 224t method, as previously described [15], RANKL mRNA expression

was determined in control hASC and osteoblasts after 7, 16 and 21 days.

Statistical Analysis
Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test were used. Data were
expressed as mean * standard deviation. The level of significance was set at value p <

0.05.
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Results
Morphology of hASC

After the first passage, hASC showed the presence of fat droplets (Fig. 1A),
which disappeared after the second and third passages (Fig. 1B and 1C, respectively).

hASC exhibited fibroblastoid morphology a few days after being isolated from adipose

tissue, which remained after the later passages.

Figure 1. Morphology of hASC. A: hASC adhered on the first passage after isolation; the
presence of fat droplets is represented by the arrows. B and C: The hASC in the second and
third passages, respectively. In all observed passages, the cells show adhesion to plastic and a

morphology similar to fibroblasts.
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Expression of markers in hASC

The expression of the positive (CD90, CD105, Nanog, Sox-2, and STRO-1) and
negative markers (CD45RO and CD117) was analyzed by flow cytometry. The
differences in expression of positive and negative markers in hASC are shown in Figure
2. The expression of Nanog and Sox-2 in hASC demonstrates that the cells remained
undifferentiated, and thus establishes the conservation of pluripotency of these cells. All

positive markers had significantly higher expression compared to the negative markers

(P < 0.001).
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Figure 2. Analysis of the markers of hASCs: Are demonstrating the
expression of different markers in hASC. The expression of the markers was
performed by flow cytometry by means of the intensity of the emitted
fluorescence (FL1 and FL2). The results represent the correlation between
expression of the positive markers (CD90, CD105, Nanog, Sox-2, and Stro-1)
compared to negative markers (CD45R0O and CD117). The difference between
expression of positive and negative markers was statistically significant.
Results are represented as mean + standard deviation. The statistical analyses

were obtained using ANOVA followed by Tukey test (*p< 0.001).

Presence of vimentin in hASC
Figure 3 shows staining for vimentin, a mesenchymal marker, along with DAPI

staining for nuclei. The cytoplasmic labeling of vimentin in hASC reveals that this

protein is present in mesodermal cells originated from SC.

Figure 3. Presence of vimentin in hASC. A: Vimentin expression is often used as a

marker for cells and tissues derived from mesoderm. Presence of this protein
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determined the mesenchymal phenotype of the cells. B: Images of nuclear staining

performed with DAPI. C: Overlapping images.

Osteogenic differentiation of the hASC

Cells were exposed to osteogenic medium for 7, 16, or 21 days, and their respective
morphology during osteogenic differentiation is shown in Figures 4A, B and C. Cells
were fibrotic in character, and also showed a cubic morphology. At all timepoints, cells

showed good adhesion to plastic, and grew well in the culture environment.

Figure 4. hASC cultured on different days in osteogenic medium. Cells were observed in
an inverted microscope on days 7, 16, and 21 (Figures A, B, C, respectively). In the final
stage of osteoinduction, cells had an epithelial appearance with a cubic shape. Cell growth
remained constant at all times, revealing that osteoinduction does not affect the confluency

of mature osteoblasts.

Gradual increase of alkaline phosphatase post-osteoinduction
Figure 5 shows the quantification of alkaline phosphatase culture levels at 7, 16,
or 21 days post-osteoinduction. The presence of this protein was confirmed in pre-

osteoblasts and mature osteoblasts. There was a gradual increase in the expression of
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this protein between 7 and 16 days after the start of differentiation. The levels of this
enzyme in early stages of differentiation may contribute to the onset of bone

mineralization.
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Figure 5. Gradual increase of alkaline phosphatase post-osteoinduction. Cells
were cultured for 7 (Ost.07D), 16 (Ost.16D), or 21 (Ost.21D) days in osteogenic
medium. The level of alkaline phosphatase was highest 16 days after initiation of cell
differentiation. Data are expressed as mean =+ standard deviation. ANOVA

complemented by Tukey test was used (*p< 0.001, **p< 0. 00 5).

Mineralized matrix at different days of osteoinduction

It has been shown that cells cultured in osteogenic medium for a longer period
give rise to mature osteoblasts. These mature osteoblasts deposit mineralized matrix
forming calcium nodules because they are constantly active. This was observed in this
study, over a period of 7, 16, and 21 days after osteogenic induction from pre-

osteoblasts to mature osteoblasts (Figure 6). After 7 days in osteogenic media, the onset
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of matrix mineralization was clear compared to that of untreated hASC at the same
timepoint (Figures 6B and 6A, respectively). However, no calcium nodules were visible
on day 7. Cells cultured in osteogenic medium for 16 days were rich in calcium nodules,
when compared to untreated hASC (Figures 6D and 6C, respectively). The mineralized
matrix was also more visible at day 16 compared to day 7 (Suppl. Fig. 1). After 21 days,
some calcium nodules remained, and the mineralized matrix was more prevalent than at
previous time points. All negative controls of untreated hASC showed no mineral

deposition, mineralized matrix, or calcium nodules (Figures 6A, 6C, and 6E).
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Figure 6. Presence of mineralized matrix in mature osteoblasts Macroscopically,
cells cultured for 7 days, a time point that is in the middle of osteoinduction, exhibited
less intense coloring (B). Images of the cells cultured for 16 days are shown in D,

where the most intense color and the presence of a mineralized matrix with the
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accumulation of calcium nodules were observed. F: The matrix and calcium nodules
remain 21 days post-osteoinduction. Figures A, C, and E show the hASC which were

used as negative controls and showed no osteoinductive matrix deposit.

Evaluation of the mature osteoblast markers

Figure 7 shows the images of different markers expressed by osteoblasts. The
quantification of cells markers was done after 16 days of osteogenic induction, and
images were captured at the same time. The expression of RANKL protein was
increased (relative to positive and negative markers). The expression of Nanog was

higher than that of STRO-1, CD105, and the negative marker CD45RO.
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304

Markers expression of osteoblasts

Figure 7. Analysis of the markers present in mature osteoblasts. Images of the cells
show the different markers (Rankl, Nanog, CD 105 e Stro-1) for osteoblasts cultured in

osteogenic medium in a 16-day period.

RANKL expression is more evident in mature osteoblasts derived from hASC

RANKL mRNA expression was increased after 7, 16, and 21 days of osteogenic

induction, compared to that of undifferentiated cells (Figure 8).
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Figure 8. Gene expression of RANKL after varying times of
osteoinduction. C is control hASC, and Ost.07D, Ost.16D, and
Ost.21D are cells cultured for 7, 16 and 21 days, respectively, in
osteogenic medium. Increased gene expression of RANKL was
highest after 16 days. ANOVA was used complemented by Tukey’s
test. Results are represented as mean * standard deviation (*P <

0.001, **P < 0.05).

Discussion
Studies have shown that human adipose tissue is a major source of SC, which

could potentially be used for research purposes [16]. For the use of SC from any source,
it is of critical importance to assess their potential with respect to viability, proliferation
and differentiation capacity [17]. In our study, we exposed hASC to osteogenic medium
and observed normal cell attachment, fibroblastoid characteristics similar to
mesenchymal stem cells, and the presence of vimentin protein, which is a mesenchymal

marker and has the function of controlling the motility of cells [18].
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Cytometry tests confirmed the identity of hASC, since they did not express
hematopoietic surface markers, such as CD45RO and CD117, but were positive for
STRO-1, CD90, CD105, Nanog, and Sox2. [16]. These positive markers are present in
the mesenchymal tissue. The expression of Sox-2 and Nanog this study indicates the
presence of pluripotent, undifferentiated cells [19-20].

Osteoblasts derived from human hASC begin to express alkaline phosphatase
and to deposit an extracellular matrix rich in calcium [21]. The increase in alkaline
phosphatase occurs between the pre-osteoblast and mature osteoblast stages. This
expression is related to the onset of cell proliferation and extracellular matrix formation
during the transition period. Therefore, the expression of this protein is frequently used
as a marker of osteoblasts [22,23]. Obtained osteoblasts showed epithelial
morphology and gradually expressed alkaline phosphatase. Furthermore, the formation
of a mineralized matrix, one of the main features of mature osteoblasts [24], was
demonstrated. Thus, our findings show that when hASC are cultured in osteoinductive
medium, they differentiate into osteoblasts and are able to deposit mineralized matrix.
Our results illustrate the different markers visualized by immunofluorescence present in
osteoblasts after 16 days of osteoinduction. Although Nanog is expressed in
undifferentiated cells, our results suggest that this protein may be present in
differentiated cells of mesodermal origin, such as osteoblasts derived from hASC [25].
We also demonstrated the expression of STRO-1, a protein of that is expressed at
various levels in pre-osteoblasts and mature osteoblasts [26], and of CD105, a marker
also described in osteoblastic cells derived from human adipose tissue [27].

Our results provide as a reproducible model for studying the differentiation of
hASC into osteoblasts, which can be used as the basis for a variety of preclinical

studies. The increased levels of RANKL mRNA expression and alkaline phosphatase 16
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days osteogenic induction can be attributed to the differentiation of pre-osteoblast to
mature, functional osteoblasts. The decrease in RANKL and in alkaline phosphatase
expression after 21 days suggests a reduction in osteoblast activity at that timepoint
[28]. Data on RANKL gene expression in hASC is scarce in the literature. This cytokine,
secreted by osteoblasts, actively participates in the bone remodeling process. Its action
is essential since it determines the equilibrium between osteoblasts and osteoclasts [28].
The analysis of this cytokine is important to understand the local factors in bone

remodeling and pathways leading to osteoporosis.

Conclusions
This study provides important data on the maturation of osteoblasts, and on the

expression of their markers at different times. The analysis of hASC RANKL gene
expression is the start for understanding the pathophysiology of bone and can contribute

to studies on tissue engineering and future clinical applicability.
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Triiodotironina (T3) eleva os niveis de MRNA e proteina de RANKL, OPG mas

diminui de c-Fos em osteoblastos humanos: influéncia do estrogeno?

As acbes do triiodotironina (T3) no tecido 6sseo sdo complexas e ainda parcialmente
compreendidas. Atualmente, sabe-se que ele age por vias diretas e indiretas e € essencial
para a manutencdo da integridade do esqueleto, visto que possui efeito nos processos de
formagdo e reabsorgdo 0ssea. Embora o hormodnio tireoidiano aumente a atividade de
osteoblastos e osteoclastos in vivo e em cultura de células, pouco é conhecido sobre seus
efeitos na transcricdo de genes alvo, tais como RANKL, osteoprotegerina (OPG) e c-
Fos nestas células, e pouco conhecida a acdo do estrogeno (E2) sobre o efeito do T3
nesses genes alvos. O E2 também regula o metabolismo 6sseo, visto que se liga aos
osteoblastos induzindo-os a aumentar a producdo de OPG e suprimir a producdo de
RANKL. Com isso 0 objetivo de nosso trabalho foi avaliar a acdo das diferentes
concentracbes de T3 em culturas de osteoblastos isolados de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo humano, e posteriormente, a influéncia do E2 sobre a
acao do T3 na expressdo génica e proteica de RANKL, OPG e c-FOS. Os osteoblastos
foram tratados com doses infrafisiologica (T3I/ 101°M); fisioldgica (T3F/10°M) e
suprafisiologica (T3S/10M) de T3 por 72 horas, na presenca ou auséncia de E2
infrafisiologico (E21/10°M) ou fisioldgico (E2F/10°M). Para analise de mRNA e
proteina, foram utilizadas as técnicas de RT-gPCR e Western Blotting. O T3 (T3l, T3F
e T3S) elevou os niveis de mMRNA de RANKL comparado ao grupo C. A dose
administrada ao grupo T3F elevou os niveis de OPG em relacéo ao C, porém as outras
doses ndo surtiram efeito sobre a expressdo de mMRNA desse gene. Para c-Fos 0s niveis
de mRNA estéo elevados em T3I e diminuidos em T3F e T3S quando comparados ao C.
O western blotting confirmou o efeito de T3 a nivel proteico na sintese de RANKL,
OPG e c-Fos. Ao associarmos tanto o E21 e E2S ao T3S observamos uma supressao na
expressdo de RANKL. Enquanto que os grupos T3l e T3F tiveram sua expressao de
RANKL aumentada. Na expressdo de OPG, a associacdo foi capaz de elevar os niveis

de T3l e T3S, anteriormente inalterados e potencializou 0 aumento dessa expresséo no
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grupo T3F. Em relacdo ao c-Fos, a associacdo potencializou a expressdo génica
aumentando os niveis de mMRNA do grupo T3l e nos grupos T3F e T3S, anteriormente
diminuidos. Em resumo, podemos afirmar que as doses analisadas de T3,
principalmente em suas associacOes, sdo eficazes em aumentar ou modular os niveis

génicos e proteicos de RANKL, OPG e c-Fos.

Palavra-chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; RANKL; OPG e c-Fos

e osteoblastos.
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Abstract

The actions of triiodothyronine (T3) on bone are complex and not completely
understood. Currently, T3 is known to act through direct and indirect pathways, and that it is
essential to keeping skeleton integrity, due to its effect on bone formation and reabsorption.
Although thyroid hormone increases the activity of osteoblasts and osteoclasts in vivo and in
vitro, little is known about its effects on the transcription of target genes, such as RANKL,
osteoprotegerin (OPG), and ¢c-FOS in these cell types, and also about estrogen (E2) modulation
of these effects. E2 is also a regulator of bone metabolism, binding to osteoblasts and leading to
an induction in OPG and a suppression of RANKL production. The objective of our work was
to evaluate the action of different T3 concentrations on osteoblast cultures obtained from
mesenchymal stem cells isolated from human adipose tissue and, subsequently, the influence of
E2 over the action of T3 on RANKL, OPG, and c-FOS gene and protein expression. The
osteoblast cultures were treated with infra-physiological (T31, 10-10M), physiological (T3F, 10-
9M), and supra-physiological (T3S, 10-8M) doses of T3, for 72 hours, alone or together with E2
at infra-physiological (E2I, 10-9 M) or physiological (E2F, 10-8 M) doses. For mRNA and
protein analysis, we performed RT-PCR and Western blotting. T3, at all doses, increased
RANKL gene expression, compared to the control group. OPG expression was found to be
elevated only by T3F, while for c-FOS gene expression was elevated by T3l, and decreased by
higher doses. Western blotting confirmed these effects of T3 at the protein level. E2I and S
suppressed RANKL gene expression caused by T3S, but increased its expression with T3l and
F. OPG expression was increased in all E2 groups, compared to the corresponding groups with
only T3. The expression of c-FOS was increased by the addition of E2 in all groups. Briefly, we
show that the given doses of T3, especially in association with E2, can increase gene and

protein levels of RANKL, OPG, and c-FOS.

Key-words: Mesenchymal stem cells; Triiodothyronine; Estrogen; RANKL; OPG; c-
FOS; osteoblast.
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Introducéo

As acles da triiodotironina (T3) no osso sdo complexas e apenas parcialmente
compreendidas. Esse hormonio age por meio de vias diretas e indiretas, durante todas as
fases do ciclo do remodelamento dsseo, apresentando efeitos tanto sobre a reabsorcao
como sobre a formacédo 6ssea sendo, influenciando assim na manutencéo da integridade
do esqueleto. Além disso, aumenta a expressdo do mRNA do ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) em células pré-osteoblasticas, ativando a
osteoclastogénese [1].

A interagdo da atividade dos osteoblastos com osteoclastos diminui na vida
adulta e pode se agravar com a ocorréncia do hipotireoidismo [2], predispondo ao
retardo na remodelacdo dssea, principalmente na fase de mineralizacdo [3]. J& no
hipertiroidismo, ocorre aumento na atividade osteoblastica e osteocléstica, com
predominio de reabsor¢do Gssea, acarretando em risco para a osteoporose [4].

Contudo, alguns estudos demonstram que a reabsorcdo Ossea osteoclastica
estimulada pelo T3 ocorre somente na presenca de co-culturas de osteoblastos, mas
nunca em sua auséncia [5,6]; indicando que o alvo primario da acdo do T3 sdo os
osteoblastos e demonstrando a possivel interacdo com RANKL para que o processo de
diferenciagdo induzida pelo horménio ocorra. Entretanto, Kanatani et al.[7],
demonstraram que T3 estimulou a formacdo osteoclastica de maneira dose-dependente,
e aumentou a osteoprotegerina (OPG), mas ndo a expressdao do RANKL, sugerindo que
o efeito estimulatorio do T3 na formacéo de osteoclastos ndo foi mediado pelo sistema
RANKL/OPG.

Outros fatores, como o fator de transcricdo c-Fos poderiam regular a
diferenciacdo  osteoblédstica e osteoclastica independentemente do  sistema

RANK/RANKL. Embora o hormonio tireoidiano aumente a atividade de osteoblastos e
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osteoclastos in vivo e em cultura de células, tdo pouco é conhecida a agdo sobre seus
efeitos na transcricdo de genes alvo nestas células [8], e tdo pouco conhecida é a acéo de
diferentes concentracdes de estrégeno (E2) no efeito do T3 sobre esses genes alvos,
visto que o E2 tambeém regula o metabolismo 6sseo, se ligando aos osteoblastos e
induzindo-os a aumentar a produgdo de OPG e suprimir a producdo de RANKL, uma
combinagdo de sinais que impede a formagdo de osteoclastos, mantendo o controle
sobre a perda dssea [9].

Visto a importancia sobre a integridade Ossea [10] e a possivel acdo desse
horménio sobre fatores envolvidos na osteoclastogénese [11,10], o nosso trabalho
avaliou o efeito do T3 em concentracGes infrafisioldgica, fisiologica e suprafisioldgica
sobre a expressdo génica e proteica de RANKL, OPG e c-Fos e posteriormente,
verificou o efeito do E2 (nas concentragdes infrafisioldgica e fisioldgica) sobre a acdo
do T3 nessa expressao génica desses genes, em osteoblastos derivados de células tronco

mesenquimais humanas provenientes do tecido adiposo.

Pacientes e Métodos
1.1. Cultura de osteoblastos humanos

Para obtencdo da linhagem osteoblastica utilizou-se células- tronco
mesenguimais (CTMs) provenientes de tecido adiposo de 3 doadoras. A diferenciacdo
de CTMs em osteoblastos foi realizada com meio DMEM completo mais 0,1 uM de
dexametasona (Sigma-Aldrich), 50 uM de &cido ascorbico (Gibco) e 10 mM de B-
glicerofosfato (Sigma-Aldrich). As células foram mantidas neste meio durante 16 dias.
O meio de cultura foi substituido trés vezes por semana, mantendo 0S mesmos
componentes osteogénicos. CTMs indiferenciadas foram utilizadas como controle para

comprovar a indugdo osteogénica.
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1.3 Tratamento com diferentes doses de T3 e associagdes com E2

Apbs o periodo de diferenciagdo, os osteoblastos foram submetidos a uma
deplecdo hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com
soro fetal bovino Charcoal Stripped (Sigma®). As células foram entdo divididas em
grupos tratados com doses infrafisioldgica (T31 / 10-1°M), fisioldgicas (T3P / 10°M) e
suprafisioldgicas (T3S /10°M) de T3, além de osteoblastos na auséncia de tratamento
como controle (C). Posteriormente, os grupos previamente isolados foram associados a
diferentes doses de E2, sendo: T3I+E2l, T3I+E2F, T3F+E2l, T3F+E2F, T3S+E2l e
T3S+E2F. Os tratamentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas
conforme descrito por Saraiva et al [8], sendo 0 meio de tratamento substituido a cada

24 horas.

1.2. Ensaio de Fosfatase Alcalina e Osteocalcina

Apos 16 dias de osteoindugédo, foi coletado 2 mL dos meios de cultura e
realizaram-se ensaio de fosfatase alcalina e osteocalcina pelo método de ensaio
imunométrico, de acordo com as instrucbes do fabricante (Cat. No. KAQ1381,
LincoResearch Inc., EUA). Como controle negativo da osteoinducéo, foi utilizado o

meio de cultura das CTMs indiferenciadas.

1.4 Anélise da matriz mineralizada nas diferentes concentracgdes de T3

ApoOs o periodo de 16 dias de inducdo osteogénica e tratamento com as
diferentes concentraces de T3, os osteoblastos foram lavados com PBS 1lvez. Em
seguida, a monocamada foi fixada com paraformaldeido por 20min. Apos a fixagéo, as

células foram lavadas com agua destilada e coradas com Alizarin Red durante 5min a
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temperatura ambiente para colora¢do da matriz mineralizada. Posteriormente, as células
foram lavadas 5 vezes com &gua destilada para remover o corante. A diferenciacao
celular foi avaliada pela presenca de matriz mineralizada e o efeito das diferentes doses
de E2 sobre sua formacgdo. Quinze campos aleatdrios de cada placa foram fotografados
com microscopio de contraste de fase e as imagens foram analisadas usando o programa
Image J. As imagens foram convertidas em imagens de fundo branco para visualizar a

matriz mineralizada e marcar com &rea percentual do campo.

1.5 Expressdo Génica

O RNA total foi extraido dos osteoblastos pelo método do Trizol (Invitrogen,
Sdo Paulo, Brasil). O kit High Capacity cDNA de transcri¢do reversa para RT-PCR®
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para a sintese de 20ul de DNA
complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA total. Os niveis de mRNA de
RANKL, OPG e c-Fos foram determinados por RT-gPCR. As medic¢des quantitativas
foram realizadas no sistema de deteccdo "Applied Biosystems Step One Plus" utilizando
o kit comercial TagMan para gPCR (Applied Biosystems) de acordo com as instrugdes
do fabricante. As condic¢des de amplificacdo foram como se segue: ativacdo da enzima a
50°C durante 2min, desnaturagdo a 95°C durante 10min, o cDNA foi amplificado
durante 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15min e a extensdo a 60°C durante
I1min. Todas as analises foram realizadas em duplicata. A expressdo génica foi
quantificada em relacdo aos valores do grupo Controle, ap6s normalizagdo por um
controle interno, 0 gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

(MmO00434759_m1), pelo método 222, como descrito anteriormente [12].
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1.6 Western Blot

A sintese proteica de RANKL, OPG e c-Fos foi analisada por Western Blotting
(WB). As proteinas foram lisadas com tampdo Ripa (Radio Immuno Precipitation
Assay: 150 mM cloreto de sédio, 1% NP-40 ou Triton X-100, 0.5% deoxicolato de
sodio, 0.1% SDS e 50 mM Tris, pH 8.0) e 0 homogeneizado centrifugado a 4°C durante
20 minutos a 12000 rpm. A quantificacdo foi realizada segundo o método BRADFORD,
de acordo com o protocolo padronizado em nosso laboratério e utilizamos as amostras
contendo 50ng de proteina. A corrida eletroforética foi realizada em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 15%. Em seguida, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot utilizando-se tampé&o
de transferéncia. Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo priméario a membrana
foram blogueados mediante incubacdo com solucdo de bloqueio a temperatura ambiente
sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
nas concentragdes: anti-RANKL 1: 5000, OPG 1: 1000 e c-FOS 1: 1000 sob agitacao
constante em temperatura 2 a 8°C overnight. Apds a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario, conjugados a
peroxidase (IgG anti-mouse ou anti coelho) utilizados na titulagdo de 1: 1000 e 1: 10000
respectivamente. Por fim, a imuno-deteccdo foi realizada por meio do método de
quimioluminescéncia de acordo com as instrucdes do fabricante (Enhancer Chemi-
Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). As andlises quantitativas das bandas
proteicas (blots) foram realizadas pelo software Carestream Molecular Imaging 5.0

(Carestream Health, Rochester, NY, USA).
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Fosfatase Alcalina U/L

2 Andlise estatistica
Os dados foram avaliados pelo D'Agostino & Pearson omnibus normality test
Para as variaveis fosfatase alcalina, os dados foram submetidos ao teste T de student.
Para as variaveis de expressdo génica e sintese protéica, os dados foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA com teste pos toc de Tukey. O nivel de significancia

adotado foi de 5% e o software utilizado foi o GraphPad Prism version 5.0

Resultados
2.3 Presenga da fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos

Os niveis da fosfatase alcalina (Figura 1A) e osteocalcina (Figura 1B) mostram-
se elevado nos osteoblastos comparado com as CTMs indiferenciadas, caracterizando a

diferenciacéo celular.

A) B)
30- b 155
—_— - |
5 b
g
20- &
c
S
8
10- 87
3 a
0-

46



Figura 1. Niveis de fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos apds 16 dias
cultivadas em meio de osteoinducdo (B). CTMs foram cultivadas pelo mesmo periodo
de tempo (A). Os dados foram expressos em meédia + desvio padrdo. Foi utilizado o

teste t (p <0,0001).

24 T3 diminui a quantidade de matriz mineralizada nas concentragdes
fisioldgicas e suprafisioldgica nos osteoblastos

A matriz mineralizada dos osteoblastos foi quantificada a fim de verificar o
efeito do T3. Na figura 2A estdo representadas as imagens das CTMs indiferenciadas
com auséncia de matriz mineralizada. Na figura 2B estdo representadas as imagens da
matriz mineralizada dos osteoblastos sem T3 e em C, D e E tratados com doses
infrafisioldgica, fisioldgica e suprafisioldgica, respectivamente, por um periodo de 72
horas. A figura 2F mostra que a quantidade de matriz mineralizada no grupo T3l foi

semelhante ao C e nos grupos T3F e T3S apresentaram diminuidas.
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Figura 2. Coloracdo da matriz mineralizada e efeito de diferentes doses de T3 sobre a
acumulo de matriz. A) CTMs indiferenciadas, sem matriz mineralizada. B) osteoblastos na
auséncia de T3. C, D e E) osteoblastos na presenca de T3l, T3F e T3S, respectivamente. F)
Gréafico quantitativo da matriz mineralizada das CTMs e dos osteoblastos na presenca e

auséncia de Ts. Dados expressos em media £ desvio padrdo (ANOVA) complementada pelo
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teste de Tukey. Letras minUsculas diferentes = diferenca estatistica dos tratamentos em
relacdo ao controle (T3l, T3F, T3S x C). Letras maiusculas diferentes= diferenca estatistica
entre os tratamentos (T3l x T3P x T3S). Letras mindscula e maidscula iguais = néo

apresentam diferenca estatistica.

2.5 Concentracdes infrafisioldgica e suprafisiolégica de T3 aumentam a
expressdo génica e sintese protéica de RANKL.

As concentragbes utilizadas nos grupos T3I, T3F e T3S elevaram 0s niveis de
mMRNA e proteina de RANKL em relag¢&o ao controle. Observou-se também aumento da
expressdo génica do grupo T3l e T3S em relacdo ao T3F e dos niveis de proteina dos

grupos T3F e T3S comparado ao T3l.
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Figura 3. Efeito de diferentes doses ue 15 soure a expressao genica e siniese proeica

de RANKL. T3l (dose infrafisiologica), T3F (dose fisiologica), T3S (dose

49



Expressao Génica de RANKL
(Valores Relativos)

suprafisioldgica) e C (Controle). Dados expressos em média e desvio padrdao (ANOVA,
complementada pelo teste de Tukey). Letras minusculas diferentes = diferenca
estatistica dos tratamentos em relacdo ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras
maiulscula diferentes= diferenca estatistica entre os tratamentos (T3l x T3F x T3S).

Letras minuscula e mailscula iguais = ndo apresentam diferenca estatistica.

2.6 Aumento da expressdo de RANKL pelas diferentes concentracdes de T3 é
afetado pela presenca de E2.

O grupo T3I, T3F e T3S foram utilizados como controle para as diferentes
associacfes com E2. Nossos dados mostram que as diferentes concentracbes de E2
(potencializam a acdo do T3 aumentando os niveis de MRNA de RANKL (Figura 4A e
B). Entretanto, as diferentes concentragdes de E2 quando associadas ao T3S levam a

diminuigéo da expressdo génica de RANKL (Figura 4C).
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Figura 4. Efeito do T3I (10'1°M), T3F (10°M) e T3S (101°M) associado ao E2I (10
M) e E2F (10M) sobre a expressdo génica de RANKL, T3I: dose infrafisioldgica;
T3F: dose fisioldgica; T3S: dose suprafisioldgica; E21: dose infrafisiologica; E2F: dose
fisiologica. Dados expressos em média e desvio padrdo (ANOVA complementada pelo

teste de Tukey, p<0,05 considerado significante).

2.7  Concentracao fisiologica de T3 aumentam a expressdo de mRNA e de
proteina de OPG em osteoblastos humanos.

Na figura 5 foi demonstrado aumento da expresséo génica e proteica de OPG na
dose T3F em relagdo ao C (Figura 5A e B) e nas doses T3l e T3S ndo apresentatram
efeito. Entre os grupos foi observado aumento da expressao génica de T3F em relagéo

ao T3l e T3S.
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Figura 5. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressdo génica e proteica de OPG.
C (Controle); T31 (101°M); T3F (10°M) e T3S (108M). Dados expressos em média e
desvio padrdo (ANOVA, complementada pelot este de Tukey, p<0,05 foi considerado
significante). Letras minusculas diferentes = diferenca estatistica dos tratamentos em
relacdo ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras maiuscula diferentes= diferenca
estatistica entre os tratamentos (T3l x T3F x T3S). Letras mindscula e maiuscula iguais

= ndo apresentam diferenca estatistica.

2.8 Diferentes concentracfes de E2 aumentaram o mRNA de OPG quando

associado as outras concentracgdes de T3

As diferentes concentracbes de E2 potencializaram a ac¢do do T3 (T3l, T3F,

T3S) aumentando a expressdo génica de OPG (Figura 6 A, B e C), respectivamente.
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Figura 6. Efeito do T31 (101°M), T3F (10°M) e T3S (101°M) associado ao E2I (10-
M) e E2F (10®M) sobre a expressdo génica de OPG. T3I: dose infrafisioldgica; T3F:
dose fisioldgica; T3S: dose suprafisiologica; E2I: dose infrafisiologica; E2F: dose
fisiologica. Dados expressos em média e desvio padrdo (ANOVA) com teste pos hoc de

Tukey, p<0,05 foi considerado significante).

2.9 Concentraces fisioldgica e suprafisiolégica de T3 diminuem a expressdo

génica e sintese protéica de c-Fos

Na Figura 7 observamos que na dose T3l houve aumento da expresséo génica
em relacdo ao C (Figura 7 A e B). Entretanto, a expressdo de mRNA e sintese proteica
no grupo T3F e T3S apresentaram diminuidos em relagéo ao C. Entre os grupos tratados
houve diminuicdo progressiva de mRNA e da sintese proteica de T3l, T3F e T3S,

respectivamente.
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Figura 7. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressao génica e proteica de c-Fos.
T31 (101°M); T3F (10°M); T3S (108M) e C (Controle). Dados expressos em média e
desvio padrdo (ANOVA, complementada pelot este de Tukey, p<0,05 foi considerado
significante). Letras minusculas diferentes = diferenca estatistica dos tratamentos em
relacdo ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras maiuscula diferentes= diferenca
estatistica entre os tratamentos (T3l x T3F x T3S). Letras mindscula e maiuscula iguais

= ndo apresentam diferenca estatistica.

2.10 Diferentes concentracdes de E2 aumentaram a expressao de mRNA de c-Fos
quando associadas as outras concentracdes de T3.
Foi demonstrado que as concentracdes de E2 potencializaram a agdo do T3 e

aumentou a expressdao de mRNA de c-Fos (Figura 6 A, B, C), respectivamente.
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Figura 8. Efeito do T3I (101°M), T3F (10°M) e T3S (101°M) associado ao E2I (10°
M) e E2F (10M) sobre a expressdo génica de c-Fos. T3I: dose infrafisiologica;T3F:
dose fisioldgica; T3S: dose suprafisiologica; E2I: dose infrafisiologica; E2F: dose
fisiologica. Dados expressos em média e desvio padrdo (ANOVA complementada pelo

teste de Tukey, p<0,05 foi considerado significante).

Discussao

Os efeitos do hormonio tireoidiano sobre a proliferacdo osteoblastica tém sido
relatados [13], entretanto, esse tema ainda € controverso. Detectamos a acdo das
diferentes doses de T3 nos osteoblastos, demonstrando a importancia deste horménio no
processo de remodelacdo 6ssea, em situaces normais, de queda ou excesso hormonal.

Inicialmente, e conforme descrito por Blair et al [14], detectamos que as células
sintetizaram grandes quantidades de fosfatase alcalina e osteocalcina comprovando que
as mesmas haviam-se  diferenciado em osteoblastos (Figura 1
A e B) respectivamente . Dessa forma, foram capazes de realizar a deposicdo da matriz
mineralizada. Sabemos que 0 T3 pode reduzir a sintese de proteinas ndo colagénicas e a
producdo da fosfatase alcalina e osteocalcina, que sdo importantes no processo da
mineralizacdo da matriz, visto que sdo substdncias produzidas pelos osteoblastos
maduros [14].

Nesse estudo, notamos que essa matriz foi reduzida quando administrado T3F
(10°M) e T3S (10°M), (Figura 2F), demonstrando que o efeito do T3 nessas
concentragfes gera um efeito negativo na matriz dssea, o que ja é sabido em relagdo a
concentragdo suprafisioldgica, semelhante ao que ocorre no hipertiroidismo in vivo, que

reduz a quantidade de massa dssea por inducdo da reabsor¢do, podendo induzir a
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osteoporose [4,10]. Todavia, o efeito negativo do horménio tireoideano em
concentragdes fisioldgicas € compensado pela acdo de outros hormonios. Bagi L et al
[15] detectaram que no periodo pré-menopausa, a densidade mineral 6ssea foi maior em
mulheres que apresentavam TSH normal (0,35-6,3 mU / L). De fato, foi verificado que
0 aumento do TSH parece compensar o efeito negativo do T3 mais elevado sobre a
matriz éssea [16].

Observamos aumento na expressdo génica e sintese proteica de RANKL, nas
concentragbes de T3l (101°M), T3F (10°M) e T3S (10°M) em relagdo ao C nos
osteoblasto, semelhante aos resultados encontrados por Miura et al.[17], onde
observaram que o T3 nas concentragdes suprafisiologicas (108M e 10°M) induziu a
expressdo de mRNA de RANKL em cultura priméria de células osteoblasticas de rato
(Figura 3A e B).

Na concentracdo fisioldgica os niveis génicos de RANKL produzido pelos
osteoblastos ndo necessitam estar aumentados para estimular a osteclatogénese (Figura
3A) [18]. Nessa concentracdo houve aumento consideravel dos niveis protéicos (Figura
3B). Provavelmente o T3 pode estar regulando a expressdo de genes pelo “splicing” e
controlando os processos de traducdo e p6s traducdo [19,20], porém, os mecanismos
envolvidos nesses processos nao estdo completamente compreendidos [21].

A expressdao de OPG mostrou que a dose fisioldgica de T3 aumentou 0s niveis
de mRNA e proteina (Fig.5 A e B) respectivamente. Kanatani et al. [7] relataram que,
quando administrado T3 em osteoclastos de rato, houve aumento dos niveis de mMRNA
de OPG, e dimuicdo dos niveis de mMRNA de RANKL de maneira dose dependente.
Verificamos que no grupo T3F houve aumento da sinntese protéica de OPG e RANKL
em comparagdo aos outros grupos (Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. De fato, a

OPG exerce seu efeito protetor na reabsorcdo 0Ossea, agindo como um receptor
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antagonista aos efeitos de RANKL, principalmente em situacGes fisiologicas. Porém,
quando administrada a dose T3S, os niveis de expressdo de mRNA e sintese proteica de
OPG diminuem, tornando-se semelhantes aos niveis apresentados pelo controle (Figura
5A e 5B) respectivamente. Desse modo, na presenca da dose suprafisiologica, 0s
osteoblastos podem reduzir a producdo de OPG, proporcionando maiores chances de
ligacdo do RANKL ao seu receptor, ativando a osteoclastogénese [22]. Esse dado nos
mostra a importancia do efeito protetor da OPG no tecido 6sseo em situagdes normais.

A menopausa é um fator preditivo para o balan¢o negativo entre reposicao
osteoblastica e degeneracdo osteoclastica devido a deficiéncia estrogénica, independente
da presenca ou auséncia de alteragcdo dos horménios tireoidianos [23].

Visando compreender melhor a acdo do hormonio estrégeno (E2) sobre o0s
osteoblastos, apds o tratamento prévio com T3, associamos diferentes doses deste
horménio, mimetizando situagdes como o hipotireoidismo, o0 eutireoidismo e 0
hipertireoidismo, associados & menopausa. Observamos, que 0s tratamentos
concomitantes com T3 e E2, nas diferentes situagfes supracitadas, foram capazes de
modular a expressdao de mMRNA de RANKL e OPG, comprovando que o E2Il e E2F é
capaz de intensificar a agdo do horménio tireoidiano (Figura4 A, B e C) e (Figura 6 A,
B e C). Mesmo que o RANKL tenha aumentado com a associagdo estrogénica,
detectamos que houve aumento na expressao de mRNA da OPG em todos 0s grupos
associados. Esses achados reforgam que um dos mecanismos pelos quais o E2 exerce
sua funcao protetora sobre 0 0sso é via 0 aumento da OPG. Isso ocorreu principalmente,
nos grupos em que a expresséo de RANKL favoreceu a reabsor¢do (grupos
infrafisiologico e suprafisiologico), De fato, a OPG apresenta papel protetor importante
antireabsorcéo, visto que age inibindo as fases terminais da diferenciagéo osteoclastica e

induz a apoptose dessas células [24].
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O tratamento com T3S associado com as diferentes doses de E2 foram capazes
de promover reducdo significativa nos niveis de mRNA de RANKL e aumento nos
niveis de OPG (Figura 4 C e Figura 6 C) comprovando a restrita interacgdo RANKL/
OPG no controle da remodelacdo Gssea [24]. Em situacdes de hipertireoidismo, a
presenca estrogénica é crucial para a prote¢do 0ssea. Alguns autores explicam que nessa
situacdo, a OPG parece agir induzindo a apoptose osteoclastica ao se ligar com
RANKL, impedindo sua ligagdo com 0 RANK e a reabsor¢édo 6ssea [25,26].

O fator de transcri¢do c-Fos é essencial para ativacdo da osteoclastogénese. No
entanto, ainda ndo é totalmente esclarecido a especificidade desse fator de transcri¢ao
nos osteoblastos [27]. Estudo de Kanatani et al. [7] relata que o horménio tireoidiano
estimula a osteoclastogénese por meio da ativacdo de c-Fos nos osteoclastos. O nosso
resultado foi divergente, pois verificamos que a expressdo génica e sintese proteica de c-
Fos aumentou na dose T3l e foi diminuindo gradativamente com as doses de T3F e T3S
(Figura 7A e B) respectivamente, sugerindo que o mecanismo responsavel pela
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos em situages com presenca de niveis
fisiol6gicos e suprafisioldgicos de T3 possa ndo envolver o c-Fos.

Apesar de ser evidente que o T3 regula a diferenciagdo dos osteoblastos, esse
horménio pode deprimir genes como c-Fos e histona H4, relacionados a especificidade
e proliferacdo celular, e induzir a expressdo de outros genes como a osteocalcina [28].
Baseado nisso, o T3 quando administrado pode estar agindo na via intracelular dos
osteoblastos, impedindo a agdo da via adenil-ciclase (Ac), proteina-quinase A (PKA) e
AMPC, genes primordiais para a ativacdo do c-Fos [29].

Sabemos que o c-Fos € importante para a maturacdo osteoclastica [30], sendo
assim, em nosso estudo foi demonstrado que o T3 quando associado ao E2, aumenta o

MRNA de c-Fos (Figura 8 A, B e C). Arai et al [30] detectaram regulacéo positiva de
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RANK pela ativagdo de c-Fos, que causou sinais induzidos por RANKL mas ndo foi
capaz de induzir a osteoclastogénese, concluindo que a proteina c-Fos desempenha um
importante papel na regulacdo positiva de RANK em precursores de osteoclastos no
tecido Gsseo.

Apesar do nosso estudo ser restrito pela auséncia de osteoclastos para analise de
fatores locais e sisttmicos, nossa pesquisa fornece informac6es importantes para melhor
entendimento das proteinas envolvidas na remodelagdo Ossea nos osteoblastos na
presenca de T3 associado ou ndo ao E2. Visto que os osteoblastos participam da
formacdo dssea e indiretamente podem controlar a reabsorcdo do 0sso e que ainda é

pouco entendido o mecanismo de a¢do do T3 e E2 no metabolismo 6sseo.

Concluséo
Em resumo, concentracdes de T3 estimularam o aumento da expressdo génica e

sintese proteica de RANKL e OPG e diminuiram os de c-Fos. Além disso, o T3 nas
concentracdes 10°M e 10M diminuiram a quantidade da matriz 6ssea mineralizada. A
associacdo de T3 e E2 potencializou a expressao génica de RANKL, OPG e c-Fos, com
excessao de situacdes com doses suprafisiologica de T3. O presente trabalho forneceu
conhecimentos sobre a acdo molecular do T3, bem como a interacdo T3 e E2, sobre os
osteoblastos, células fundamentais para o remodelacdo Ossea. Esses conhecimentos
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na diminuicdo da

massa 0ssea observada no hipertiroidismo.
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4.3 Manuscrito 3
Estrogeno (E2) eleva os niveis de mRNA de RANKL, OPG e c¢c-FOS em

osteoblastos humanos derivados de células-tronco mesenquimais.
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Resumo

O o0sso € um tecido conjuntivo mineralizado cuja homeostase estd sob a
influéncia de diversos fatores sistémicos e locais. Entre os fatores sistémicos, sabe-se
que o estrogeno (E2) é um hormonio que inibe a reabsorcdo 0ssea e, por essa razao, tem
sido amplamente utilizado no tratamento e na prevencdo da osteoporose. Os
mecanismos de acdo do E2 na reabsorcdo 0ssea ndo estdo completamente esclarecidos,
portanto, h&d um interesse consideravel para esclarecer as vias pelas quais o seu efeito
protetor exerce sobre o 0sso. A associacdo de E2 e triiodotironina (T3) gera uma
resposta complexa no tecido 6sseo devido a esses horménios controlarem a maturacao e
a atividade dos osteoblastos e a sintese de alguns genes como RANKL, OPG e c-FOS
primordiais para a formacdo e reabsorcdo Ossea. Baseado nisso, o objetivo do nosso
trabalho foi avaliar o efeito do E2 isoladamento e associado ao T3 sobre a expressao de
MRNA de RANKL, OPG e c-FOS em osteoblastos diferenciados a partir de células
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Os osteoblastos foram incubados por
72horas com as concentragdes infrafisiologica (E21/10°M); fisioldgicas (E2F/10°M) de
E2, separadamente e em diferentes associacfes com o T3 nas doses infrafisiologica
(T31/ 101°M); fisiologica (T3F/10°M) ou suprafisioldgica (T3S/10°M), formando os
seguintes grupos de tratamentos associados E2I+T3l, E21+T3F, E2I+T3S, E2F+T3l,
E2F+T3 e E2F+T3S, o grupo sem nenhum tratamento foi considerado controle (C). RT-
gPCR foi utilizado para analisar a expressdo dos genes estudados. A dose de E2
administrada ao grupo E2F elevou os niveis de RANKL, OPG e c-Fos em relagdo ao C,
porém a expressao de RANKL mostrou-se aumentada no grupo E2l enquanto a
expressdo de OPG estava diminuida e ndo causou nenhum efeito sobre c-Fos. Ao
associar o T3 aos tratamentos de E2, observamos que a presenca de T3 aumenta 0s
niveis génicos de RANKL, OPG e c-FOS quando comparados aos grupos o E2I ou E2F.
Em resumo, podemos afirmar que as doses analisadas de E2, principalmente em suas
associacfes com o T3, tendem a aumentar os niveis dos genes alvos estudados.
Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Estrogeno; RANKL; OPG e c-FOS e

osteoblasto.
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Abstract

Bone is a mineralized connective tissue whose homeostasis is under the
influence of many systemic and local factors. Among the systemic factors, estrogen
(E2) is known to inhibit bone reabsorption and, for this reason, has been widely used to
treat and prevent osteoporosis. The mechanisms of action of E2 on bone reabsorption
are not completely clarified, therefore much interest exists in the study of the pathways
by which it exerts its protector effect on bone. Association of E2 and triiodothyronine
(T3) generates a complex response in bone tissue, due to the control of both hormones
on the maturation and activity of osteoblasts and the synthesis of some genes such as
RANKL, OPG, and c-FOS, essential in the bone matrix formation and reabsorption
process. Based on that, the goal of our study was to evaluate the effect of E2, alone or
associated to T3, on the expression of these three genes, in osteoblasts derived from
mesenchymal stem cells obtained from human adipose tissue. The osteoblasts were
incubated, for 72h, with infra-physiologic (E2I, 10-9M) and physiologic (E2F, 10-8M)
doses of E2, alone or in combination with T3 in supra- (T3S, 10-8M), infra- (T3I, 10-
10M), and physiologic (T3F, 10-9M) doses, resulting in six associated treatment groups,
E21+T3l, E21+T3F, E21+T3S, E2F+T3l, E2F+T3, and E2F+T3S. Gene expression was
assayed by RT-gPCR. The E2 dose administered to the E2F group elevated RANKL,
OPG, and c-FOS levels compared to the untreated control (C), while in E2I RANKL
expression was also elevated, but OPG showed decreased expression, and there was no
effect on c-FOS. Associating E2 to T3, expression of all genes was elevated, compared
to treatment with E2, only. In conclusion, the tested doses of E2, especially associated
with T3, show a trend to increase the levels of the genes in this study.

Key-words: Mesenchymal stem cells; Estrogen; RANKL; OPG; c-FOS; Osteoblast
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Introducéo

O estrogeno (E2) é um hormonio esterdide que inibe a reabsorcéo 6ssea [1,2]. A
deficiéncia estrogénica causa perda dssea, resultando na osteopenia e posteriormente na
osteoporose. A perda de massa 0ssea ocorre devido ao desequilibrio na remodelacéo
Ossea, com maior reabsorcdo em relagdo a neoformacdo Ossea [3]. Os mecanismos
celulares e moleculares de acdo do E2 sobre o tecido 6sseo ainda ndo estdo
completamente elucidados, apesar de algumas vias de acdo desse horménio j& serem
conhecidas, como a via RANK/RANKL/OPG, relacionada a formacdo e ativacdo de
osteoclastos [4,5]. A presenca de receptores de estrogeno (RE) foi demonstrada em
osteoblastos [6,7]. Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos,
0 E2 promove reducdo dos niveis de RANKL (ligante de RANK) e aumento da
producdo de OPG (competidor de RANK) [6]. Assim, a OPG, em niveis aumentados
[8], liga-se a0 RANKL e impede a interacdo deste com o RANK, inibindo,
consequentemente, a fuséo dos precursores de osteoclastos [9]. Outro fator que participa
da remodelagdo, secretado pelos osteoblastos é a proteina c-Fos que quando elevada
favorece a maturacdo e proliferacdo dos osteoblastos in vitro [10]. Essa proteina tem
acdo importante tanto nos osteoblastos como nos osteclastos, porém, ainda ndo é
totalmente elucidada a funcdo de c-Fos nos diferentes processos de remodelagdo dssea
[11].

Além de atuar sobre os osteoblastos, inibindo a osteoclastogénese , 0 E2 também
estimula a sintese de matriz 6ssea [12,13] e induz essas células a produzirem e
liberarem fatores como, por exemplo, 0 TGF-B (Fator de transformagao de crescimento-
B). Esses fatores atuam paracrinamente sobre os osteoclastos [14], estimulando sua
morte e inibindo a reabsorcdo 0ssea [15]. A paracrinia entre osteoblastos e osteoclastos
é considerada a principal via de diminuicdo da formagdo e/ou da atividade dos
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osteoclastos, e conseqlientemente, de controle da remodelagdo Ossea [16]. Porém,
alguns autores tém demonstrado que o E2 pode agir diretamente sobre os osteoclastos
[7,17,18]. Uma vez que in vitro, observou-se a apoptose em osteoclastos tratados com
17B-estradiol [19].

O T3 é essencial para o desenvolvimento, crescimento e metabolismo 0sseo,
estimulando tanto a formacdo quanto a reabsorcdo 6ssea por meio da regulacdo da
atividade de osteoblastos e osteoclastos. O excesso de horménio tireoidiano (HT)
estimula mais a atividade osteoclastica do que a osteoblastica, o que resulta em aumento
da calcemia e reducdo da massa 6ssea [20].

A interacdo entre E2 e T3 tem sido relacionada a varios mecanismos envolvidos
em adaptacGes metabolicas, uma vez que existem respostas provocadas pelo E2 que séo
dependentes de T3, como o controle dos triglicérides, do crescimento e da massa 6ssea
[16].

Considerando o controle rigoroso sobre o qual se encontram 0s osteoblastos e
osteoclastos exercido por hormdnios, tais como o E2 e 0 T3, o intuito desse trabalho foi
avaliar o efeito do E2 em concentra¢des infrafisioldgica e fisioldgica sobre a expressdo
génica e sintese proteica de RANKL, OPG e c-FOS e posteriormente, verificou o efeito
do T3 (nas concentracdes infrafisiologica, fisioldgica e suprafisiol6gico) sobre a acdo do
E2 na expressdo génica desses genes, em osteoblastos derivados de células tronco

mesenquimais humanas provenientes do tecido adiposo.

1. Pacientes e Métodos
1.1. Cultura de osteoblastos humanos

Para obtencdo da linhagem osteoblastica utilizou-se células-tronco

mesenquimais (CTMs) provenientes de tecido adiposo de 3 doadoras. A diferenciacdo
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de CTMs em osteoblastos foi realizada com meio DMEM completo mais 0,1 uM de
dexametasona (Sigma-Aldrich), 50 uM de &cido ascérbico (Gibco) e 10 mM de B-
glicerofosfato (Sigma-Aldrich). As células foram mantidas neste meio durante 16 dias.
O meio de cultura foi substituido trés vezes por semana, mantendo 0S mMesmos
componentes osteogénicos. CTMs indiferenciadas foram utilizadas como controle para

comprovar a inducdo osteogénica.

1.2. Tratamento com diferentes doses de E2 e associagdes com T3

Apbs o periodo de diferenciagdo, os osteoblastos foram submetidos a uma
deplecdo hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com
soro fetal bovino Charcoal Stripped (Sigma®). As células foram entdo divididas em
grupos tratados com doses infrafisioldgica (E21 / 10°M), fisioldgicas (E2F / 10°M) de
E2. Osteoblastos na auséncia de tratamento foram utilizados como controle (C).
Posteriormente, os grupos previamente isolados de E2 foram associados a diferentes
doses de T3 infrafisiologico (101°M), fisiologico (10°M) e suprafisiolégico (108M) e
formaram os seguintes grupos: E2I1+T3l, E2I1+T3F, E21+T3S, E2F+T3l, E2F+T3F e
E2F+T3S. Os tramentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas, sendo o

meio de tratamento substituido a cada 24 horas.

1.3. Ensaio de Fosfatase Alcalina e Osteocalcina

Para a comprovacdo da diferenciacdo osteoblastica, ap6s 16 dias de
osteoinducdo, foi coletado 2 mL dos meios de cultura e realizaram-se ensaios de
fosfatase alcalina e osteocalcina pelo método de ensaio imunométrico, de acordo com as

instrucdes do fabricante (Cat. No. KAQ1381, LincoResearch Inc., EUA). Como
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controle negativo da osteoindugdo, foi utilizado o meio de cultura das CTMs

indiferenciadas.

1.4.  Andlise da matriz mineralizada nas diferentes concentracdes de E2

Apo6s o periodo de 16 dias de inducdo osteogénica e tratamento com as
diferentes concentragdes de E2, os osteoblastos foram lavados com PBS 1X. Em
seguida, a monocamada foi fixada com paraformaldeido por 20min. Apos a fixacéao, as
células foram lavadas com agua destilada e coradas com Alizarin Red durante 5min a
temperatura ambiente para coloragdo da matriz mineralizada. Posteriormente, as células
foram lavadas 5X com &gua destilada para remover o corante. A diferenciacdo celular
foi avaliada pela presenga de matriz mineralizada e o efeito das diferentes doses de E2
sobre sua formacdo. Quinze campos aleatérios de cada placa foram fotografados com
microscopio de contraste de fase e as imagens foram analisados usando o programa
Image J. As imagens foram convertidas em imagens de fundo branco para visualizar a

matriz mineralizada e marcar com area percentual do campo.

1.5. Expressdo Génica

O RNA total foi extraido dos osteoblastos pelo método do Trizol (Invitrogen,
Sdo Paulo, Brasil). O kit High Capacity cDNA de transcri¢do reversa para RT-PCR®
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para a sintese de 20ul de DNA
complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA total. Os niveis de mRNA de
RANKL, OPG e c-Fos foram determinados por RT-gPCR. As medicdes gquantitativas
foram realizadas no sistema de deteccdo "Applied Biosystems Step One Plus" utilizando

o kit comercial TagMan para gPCR (Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes
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do fabricante. As condic¢des de amplificagdo foram como se segue: ativagdo da enzima a
50°C durante 2min, desnaturagdo a 95°C durante 10min, o cDNA foi amplificado
durante 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15min e a extensdo a 60°C durante
Imin. Todas as analises foram realizadas em duplicata. A expressdo génica foi
quantificada em relagdo aos valores do grupo Controle, apds normalizagdo por um
controle interno, 0 gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

(MmO00434759_m1), pelo método 224, como descrito anteriormente [21].

1.6. Western Blot

A sintese proteica de RANKL, OPG e c-Fos foi analisada por Western Blotting
(WB). As proteinas foram lisadas com tampdo Ripa (Radio Immuno Precipitation
Assay: 150 mM cloreto de sodio, 1% NP-40 ou Triton X-100, 0.5% deoxicolato de
sodio, 0.1% SDS e 50 mM Tris, pH 8.0) e 0 homogeneizado centrifugado a 4°C durante
20 minutos a 12000 rpm. A quantificacdo foi realizada segundo o método BRADFORD,
de acordo com o protocolo padronizado em nosso laboratério e utilizamos as amostras
contendo 50ng de proteina. A corrida eletroforética foi realizada em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 15%. Em seguida, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot utilizando-se tampé&o
de transferéncia. Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo priméario a membrana
foram blogueados mediante incubacdo com solucdo de bloqueio a temperatura ambiente
sob constante agitagdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
nas concentragdes: anti-RANKL 1: 5000, OPG 1: 1000 e c-FOS 1: 1000 sob agitacao
constante em temperatura 2 a 8°C overnight. Apds a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario, conjugados a

peroxidase (IgG anti-mouse ou anti coelho) utilizados na titulagdo de 1: 1000 e 1: 10000
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respectivamente. Por fim, a imuno-detec¢do foi realizada por meio do método de
quimioluminescéncia de acordo com as instrucdes do fabricante (Enhancer Chemi-
Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). As analises quantitativas das bandas
proteicas (blots) foram realizadas pelo software Carestream Molecular Imaging 5.0

(Carestream Health, Rochester, NY, USA).

2. Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo "D'Agostino & Pearson omnibus normality test".
Para as variaveis fosfatase alcalina, os dados foram submetidos ao teste T de student.
Para as variaveis de expressdo génica e sintese protéica, os dados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA com teste pos toc de Tukey. O nivel de significancia

adotado foi de 5% e o software utilizado foi o GraphPad Prism version 5.0

Resultados

2.1. Presenca da fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos.
A tabela 1 mostra os resultados para a fosfatase alcalina e osteocalcina. Ambas
as proteinas foram elevadas nos osteoblastos comparado com as CTMs indiferenciadas.

Tabela 1. Quantidade de fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos e CTMs

Fosfatase alcalina Osteocalcina
Células
Osteoblastos 23,33 £ 3,41 U/L 10,02 + 1,13 ng/mL
CTMs 10,12 + 1,17 U/L 0,77 £ 0,24 ng/ml
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Tabela 1. Dosagens de fosfatase alcalina e osteocalcina no meio de cultura antes e
depois do processo de diferenciacdo osteoblastica. Valores de referéncia em
humanos: Fosfatase Alcalina=12 a 43U/L; Osteocalcina=2,0 —21ng/mL.

2.2. Concentracdo infrafisiologica de E2 diminui e fisiolégica aumenta a matriz
mineralizada nos osteoblastos

A matriz mineralizada dos osteoblastos foi quantificada a fim de verificar o
efeito do E2. A figura 1A representa as CTMs indiferenciadas com auséncia de matriz
mineralizada. A figura 1B representa a imagen da matriz mineralizada nos osteoblastos
sem E2 e em C e D tratados com doses infrafisioldgica e fisioldgica, respectivamente,
por um periodo de 72 horas. A figura 1E mostra que a quantidade de matriz
mineralizada na dose E2F é semelhante ao C e diminui na concentra¢do E21 em relacdo

ao C.
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Figura 1: Efeitos de diferentes doses de E2 sobre a matriz mineralizada dos osteoblastos. A)
CTMs indiferenciadas; B) osteoblastos na auséncia de E2; C e D) osteoblastos na presenca de
E2l e E2F, respectivamente; E) grafico quantitativo da matriz 6ssea dos osteoblastos na
presenca e auséncia de E2. Dados expressos em média + desvio padrdo (ANOVA)
complementada pelo teste de Tukey). Letras mindsculas diferentes = diferenca estatistica dos
tratamentos em relacdo ao controle (E2I, E2F x C). Letras maiusculas diferentes= diferenca
estatistica entre os tratamentos (E21 x E2F). Letras minGsculas e maidsculas iguais = ndo

apresentam diferenca estatistica.

2.3. Diferentes concentracdes de E2 aumentam a expressdo de mRNA e sintese
protéica de RANKL em osteoblastos humanos.
Nossos dados revelaram aumento da expressdo de mRNA e da sintese proteica

de RANKL (Figura 2) em todos os tratamentos analisados em relacdo ao C.
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Figura 2. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressdo génica e sintese proteica de

RANKL. E2I (dose infrafisioldgica), E2F (dose fisiologica) e C (Controle). Dados expressos em
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média e desvio padrdo (ANOVA, complementada pelot este de Tukey). Letras mindsculas
diferentes = diferenga estatistica dos tratamentos em relacéo ao controle (E2I, E2F x C). Letras
mailscula diferentes= diferenca estatistica entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minuscula e

maiuscula iguais = ndo apresentam diferenca estatistica.

2.4. Aumento do mRNA de RANKL pelo E2 é afetado por diferentes doses de T3

Em relagcdo ao E2I, nossos dados mostram que associacdo ao T3l potencializou a
acdo do E2 aumentando a expressdo de mRNA de RANKL, porém nas associa¢des de
E2l com T3F e T3S houve diminuicdo dessa expressdo (Figura 3A). Em relacdo ao
E2F podemos observar que o T3l, T3F ou T3S aumentaram ainda mais a expresséo de

mRNA elevados com E2F (Figura 3B).
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Figura 3. Efeito do E2I (10°M) e E2F (108M) associado ao T3l (10"2°M), T3F (10°M) e T3S
(101°M) sobre a expressdo génica de RANKL. T3I: dose infrafisiolégica; T3F: dose fisiologica;
T3S: dose suprafisioldgica; E21: dose infrafisiolégica; E2F: dose fisioldgica. Dados expressos
em média e desvio padrdo (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi

considerado significante).
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Expressdo Génica de OPG
(Valores Relativos)

2.5. E2 na concentracdo infrafisiolégica e fisiologica modulam a expressédo
génica de OPG.

Na figura 4 podemos observar que houve diminui¢do da expressédo de mMRNA de
OPG (Figura 4A), o contrério ocorreu para a sintese protéica (Figura 4B), quando
tratados na concentracdo E2l comparado ao C. Na dose E2F houve aumento da
expressdo de mRNA e diminui¢do da sintese proteica. Entre os tratamentos, houve
aumento da expressdao de mRNA e diminuicdo da sintese proteica no grupo E2F

comparado ao E2I
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Figura 4. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressdo génica de OPG. E2l (dose
infrafisiol6gica), E2F (dose fisiologica), C (Controle). Dados expressos em média e desvio
padrdo (ANOVA, complementada pelot este de Tukey). Letras minusculas diferentes =
diferenca estatistica dos tratamentos em relacdo ao controle (E2I, E2F, x C). Letras maiusculas
diferentes= diferenca estatistica entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minusculas e

maiusculas iguais = ndo apresentam diferenca estatistica.
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2.6. Aumento da expressdo de mMRNA de OPG nas concentragdes E2I e E2F

associado com as diferentes concentracdes de T3 (T3l, T3Fe T3S)

Nossos resultados mostraram que as concentragdes de E2l associados as
diferentes doses de T3 aumentaram o mRNA de OPG (Figura 5 A). Em relacdo a
concentracdo de E2F as diferentes doses de T3 aumentaram a expressdo de OPG com

excessdo da associacao E2F+T3I (Figura 5B).
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Figura 5. Efeito do E2I (10°M) e E2F (10®M) associado ao T3l (10°%°M), T3F (10°M) e T3S
(101°M) sobre a expressdo génica de OPG. T3lI: dose infrafisiologica; T3F: dose fisioldgica;
T3S: dose suprafisioldgica; E21: dose infrafisiolégica; E2F: dose fisiolégica. Dados expressos
em média e desvio padrdo (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi

considerado significante).
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Expressdo Génica de c-Fos

(Valores Relativos)

2.7. Concentracao fisiologica de E2 eleva a expressdo génica de c-Fos
Na figura 6 podemos observar que houve aumento da expressdo de mRNA e de

sintese proteica de c-Fos nos osteoblastos tratados com E2F comparado ao controle e ao

E2lI.
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Figura 6. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressdo génica de c-Fos. E21 (dose
infrafisiol6gica), E2F (dose fisiolégica) e C (Controle). Dados expressos em média e desvio
padrdo (ANOVA, complementada pelo teste de Tukey). Letras minusculas diferentes =
diferenca estatistica dos tratamentos em relacdo ao controle (E21, E2F x C). Letras mailscula
diferentes= diferenca estatistica entre os tratamentos (E21 x E2F). Letras minuscula e maidscula

iguais = ndo apresentam diferenca estatistica.
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2.8.  Aumento da expressdo do mRNA de c-Fos nas concentracfes E21 e E2F

associadas com as diferentes concentracdes de T3

Na figura 7 observamos que as concentracdes de E21 e E2F associadas as diferentes
doses de T3 (T3I, T3F e T3S) aumentaram a expressdo do mRNA de c-Fos (Figura 7

A e B).
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Figura 7. Efeito do E2I (10°M) e E2F (108M) associado ao T31 (10°1°M), T3F (10°M) e T3S
(101°M) sobre a expressdo génica de c-Fos. T3I: dose infrafisioldgica; T3F: dose fisioldgica;
T3S: dose suprafisioldgica; E2I: dose infrafisiolégica; E2F: dose fisioldgica. Dados expressos
em média e desvio padrdo (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi

considerado significante).
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Discussao

O mecanismo de acdo do E2 sobre o tecido dsseo ainda ndo esta totalmente
elucidado [22]. Embora o principal papel do E2 esteja ligado ao crescimento e fungédo
dos 6rgédos sexuais femininos, estudos demonstram seu efeito também sobre o 0sso,
tendo a deprivacdo desse hormonio sido associada a osteoporose [23]. Alguns autores
relatam que a deficiéncia estrogénica aumenta a quantidade de osteoclastos em diversos
compartimentos, assim como aumenta a quantidade de linfocitos B na medula dssea,
favorecendo a perda dssea. Sabemos que o RANKL é importante para a formacéo
osteoclastica e que o aumento de linfocitos B decorrente da perda estrogénica pode
induzir a osteoclastogénese [25]. Porém, estudo publicado por Fujiwara et al. [26]
revelaram que é necessario que haja expressdo de RANKL pelos ostedcitos somado ao
aumento de linfdcitos B para que ocorra perda dssea.

Tanto o E2 quanto o T3 sdo responsaveis por varias adaptacfes metabolicas.
Contudo, existem respostas provocadas pelo E2 que sdo dependentes de T3, tais como o
controle do crescimento, a massa éssea e a producdo e 0 armazenamento de
triglicerideos [27].

A presenca de E2 no organismo estimula a sintese da matriz 6ssea regulando a
expressao de genes que codificam proteinas colagénicas e nao colagénicas [12,13]. Ao
avaliar a matriz mineralizada dos osteoblastos do grupo E2F (Figura 1D), notamos que
esta apresentou-se mais intensa quando comparada ao grupo E21 (Figura 1C),
semelhante a situacdo de menopausa [28].

O papel fisiologico exato do RANKL nos osteoblastos ainda permanece incerto,
visto que alguns estudos recentes demonstraram que 0s ostedcitos sdo 0s maiores sitios

de RANKL, tanto na osteoclastogénese fisioldgica quanto patoldgica [29]. Contudo,
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notamos aumento na expressdo génica e sintese proteica RANKL nos grupos E21 e E2F
quando comparados ao grupo controle (Figura 2A e B) respectivamente. Resultados
semelhantes aos de Bord et al [6] que observaram que a expressdo de mRNA de
RANKL foi aumentada quando administradas concentracdes de E2 fisiologico (101°M)
e suprafisioldgico (10'M) em osteoblastos humanos, postulando que o estrogeno age
como fator protetor da perda dssea por aumentar a expressdo de OPG e de receptores
estrogénicos no tecido 0sseo.

Observamos que o aumento de expressdo de RANKL e OPG notado no grupo
E2l foi potencializado quando associado ao T3l possivelmente caracterizando a
reabsorcdo Gssea que ocorre na menopausa que pode ser pontecializada pelo
hipotireoidismo (Figura 3A e Figura 5A) respectivamente. Quando associamos o E2F a
dose fisiolégica de T3 houve aumento na expressdao de RANKL e OPG, porém, mais
acentuada na de OPG o0 que caracterizaria a protecdo 6ssea que o T3 pode estar
conferindo ao E2 (Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. A presenca do T3S quando
associado ao E2F foi capaz de aumentar a expressdo génica de RANKL e OPG na
mesma propor¢do caracterizando a reabsorcdo dGssea que ocorre no hipertireoidismo
(Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. De forma curiosa quando associamos o T3S
ao E2l notamos aumento mais significativo na expressdao génica de OPG do que
RANKL o que pode caracterizar o efeito protetor do estrdgeno mesmo em baixas
concentragdes (Figura 3A e Figura 5A) respectivamente.

A presenca de E2 no organismo aumenta a producgdo de OPG pelos osteoblastos
e leva a expressdo dos genes que codificam o colageno tipo I, a fosfatase alcalina,
osteopontina, osteocalcina e osteonectina [30]. As doses administradas aos grupos E2I
e E2F diminuiram e aumentaram, respectivamente, a expressdo génica de OPG (Figura

4A). O estudo de Michael et al [31] realizado em osteoblastos humanos revelou que o
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E2 induziu a producdo de OPG. Dessa forma, nossos resultados estdo de acordo com o
trabalho realizado pelo autor. Portanto, a interacdo de OPG/RANK/RANKI desempenha
um papel importante na osteoclastogénese regulando a remodelacdo Ossea [32].
Entreanto, a sintese proteica de OPG ndo acompanhou os resultados da expressdo
génica (Figura 4B). Isso pode estar relacionado com as alteracBes nos niveis de
transcrigdo iniciais associados com modifica¢fes pos-transcricional dos mRNAs, o que
leva a alteracOes na estabilidade dos transcritos [33,34]. Tais alteragdes podem estar
associados com o microambiente celular, sinais extracelulares e acdo de hormdnios que
afetm a estabilidade e a traducdo do mRNA desencadeando vias de sinalizagcdo que
causam modifica¢bes pos traducionais [35,36]. Além disso, o T3 parece ser uns dos
hormonios envolvidos nessa modificacdo p6s traducional visto que quando associado ao
E2 nas concentragdes fisioldgicas, os niveis de OPG aumentam consideravelmente.

O fator de transcricdo c-Fos tem acdo importante sobre os osteoclastos e
osteoblastos, porém, sua exata funcdo neste processo ainda ndo estd bem esclarecida
[11]. Um estudo realizado com osteoclastos demonstrou que em animais transgénicos
deficientes de c-Fos, a producdo de RANK foi inibida ou resultou na completa auséncia
dessas células maduras [37,38]. Outro estudo detectou uma super-expressdo de RANK
em macréfagos modificados para expressar c-Fos, demonstrando que esta regulacédo foi
capaz de causar sinais induzidos por RANKL, mas ndo induziu a osteoclastogénese,
provavelmente pela auséncia de osteoclastos maduros na circulacdo, concluindo que a
proteina c-Fos desempenha um importante papel nessa maturacéo [38].

E importante ressaltar que a super expressdo dessa proteina pode induzir a
osteossarcoma, um tumor 0sseo caracterizado pela transformagdo de células de

linhagem osteobléstica [37,39].
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Em nosso trabalho, o grupo E2F aumentou os niveis de expressdo génica e
proteina de c-Fos em comparacdo ao C, nos levando a crer que h& necessidade de
condigdes normais de concentracdo estrogénica para aumento da expressao génica desta
proteina (Figura 6A e 6B) respectivamente. A partir desses resultados in vitro podemos
observar que 0 E2 pode ter agdo nas vias intracelulares dos osteoblastos intensificando
proteinas como quinase A (PKA) e AMPC que sdo genes essenciais para a ativacéo de
c-Fos [40].

Além disso, nas associacdes de E2 e T3, o T3 intensificou os niveis de c-Fos
(Figura 7A e B) respectivamente, demonstrando que o efeito conjunto desses horménios
nas concentracbes in vitro analisadas poderia contribuir para a inducdo do
osteossarcoma devido a super expressao de c-Fos nos osteoblastos, como relatado por
Wagner, 2002 [11]. O estudo de Wang et al 2016 [41] relata que ao estudar o (miR-101)
em linhagens de células de osteoblastos humanos, este micro RNA pode regular o
crescimento de osteossarcoma decorrente de metastase por meio da ativacdo de c-Fos.
Essa proteina, também estd associada com a sintese de enzimas de fosfolipideos no
reticulo endoplasmatico que ativa genes relacionados ao crescimento celular [42]. Dessa
forma, o c-Fos pode ser alvo de estudos como fatores prognosticos e preditivos do
osteossarcoma humano [41].

Nossa pesquisa fornece informacgdes importantes para melhor entendimento das
proteinas envolvidas na remodelacdo Gssea nos osteoblastos na presenca de E2
associado ou ndo ao T3, apesar da auséncia de uma co-cultura com osteoclastos. Visto
que os osteoblastos participam da formacdo Gssea e indiretamente podem controlar a
reabsorcéo do 0sso e que ainda é pouco entendido o mecanismo de acdo do T3 e E2 no

metabolismo ésseo.
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Concluséo
O presente trabalho forneceu conhecimentos sobre a acdo molecular do E2,

assim como a interacdo T3 e E2, sobre os osteoblastos, células fundamentais para a
remodelagdo 6ssea demonstrando o efeito protetor do estrégeno. Esses conhecimentos
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na diminuigdo da

massa 0ssea observada na menopausa.
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Concluséao

A técnica aplicada permitiu o cultivo e caracterizacdo das CTMs. A

diferenciacdo osteoblastica a partir de agentes osteoindutivos e a comprovacdo da

existéncia de osteoblastos foi conseguida pelos métodos aplicados. Essa metodologia foi

adequadamente caracterizada e serviu como base a para analisar o efeito das diferentes

concentracdes de T3 e E2 e suas associacOes sobre a expressdo génica e proteica de

Rankl, OPG e c-Fos.

As concentracdes de T3 estimularam o aumento da expressdo génica e proteica

de RANKL e OPG e diminuiu progressivamente os niveis de mRNA e proteina de c-
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Fos. Entre as associagdes de T3 e E2 foi demonstrado que potencializaram a expressao
génica de RANKL, OPG e c-Fos. Na associacdo de T3S10®M e/ou E21/101°M e/ou
E2F/10°M foi observado que a interagio RANKL/ OPG tem fungdo primordial no
controle da remodelagdo 6Ossea.

A dose de E2 administrada ao grupo E2F elevou os niveis de RANKL, OPG e c-
Fos em relacdo ao C, porém a expressdao de RANKL mostrou-se aumentada no grupo
E2I enquanto a expressdo de OPG estava diminuida e ndo causou nenhum efeito sobre
c-Fos. Ao associar o T3 aos tratamentos de E2, observamos que a presenca de T3
aumenta os niveis génicos de RANKL, OPG e c-FOS quando comparados aos grupos

E2l ou E2F.
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