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RESUMO 

Processos inflamatórios próximos ao tecido ósseo levam, clinicamente, à reabsorção 
desse tecido. Porém, a noção corrente de que a inflamação inibe a formação de osso 
vem sendo questionada por estudos que comprovam o papel de citocinas pró-
inflamatórias também na formação óssea. Dentre essas, as citocinas da família gp130, 
são potenciais candidatas a exercerem esse papel anabólico. Essas citocinas sinalizam 
através da dimerização de receptores com a subunidade gp130 e caracteristicamente 
podem ativar as vias Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcrição 
(JAK/STAT), frequentemente ativando STAT3. Entre os membros dessa família, 
Oncostatina M (OSM) e Fator Inibidor de Leucemia (LIF) são estruturalmente e 
funcionalmente semelhantes. Entretanto, a Oncostatina M se destaca entre os membros 
por ser reconhecida atualmente como uma potente indutora da formação óssea in vivo e 
in vitro. Além disso, o protagonismo de OSM também pode ser evidenciado pelo fato de 
seu receptor específico (OSMR) recrutar uma proteína adaptadora, conhecida como 
Proteína 1 de Transformação que Contém Domínio 2 de Homologia de Src (Shc1), 
durante a sinalização. Para elucidar melhor o papel, tanto dessa proteína como de STAT3 
sobre a formação óssea induzida por OSM, osteoblastos de calvária murinos foram 
cultivados e tratados com OSM de camundongo (mOSM) ou LIF de camundongo (mLIF) 
e submetidos a análises de expressão gênica, formação de nódulos de mineralização e 
atividade de fosfatase alcalina (ALPase). Nossos dados demonstram que mOSM, 
diferentemente de mLIF induz a diferenciação dessas células, a formação de nódulos de 
mineralização e atividade de ALPase. As análises de Western blot e expressão de mRNA 
de Shc1, determinaram que mOSM além de aumentar os níveis de expressão gênica de 
Shc1, também induz a fosforilação da proteína pShc, diferentemente de mLIF. Para 
determinar a via de sinalização induzida por mOSM, foram silenciados receptores 
envolvidos no início da sinalização (gp130/IL6st, OSMR e LIFR), SHC1 e STAT3. As 
células silenciadas foram submetidas a análise de atividade de ALPase, vermelho de 
alizarina e RT-qPCR para Alpl. Nossos dados demonstraram que gp130, OSMR, Shc1 e 
Stat3 são essenciais para a formação óssea induzida por OSM, já que o silenciamento 
dessas proteínas inibiram o aumento dos marcadores associados a formação óssea 
induzida por mOSM. Desta forma, demonstramos que além de Shc1 ser crucial nesse 
processo, o eixo OSMR-Shc1-Stat3 é caminho pelo qual OSM parece induzir a formação 
óssea em osteoblastos in vitro.  
 

Palavras – chave: Oncostatina M. Receptores Tipo II de Oncostatina M. Proteína 1 de 
Transformação que Contém Domínio 2 de Homologia de Src. Fator de transcrição STAT3. 
Osteoblastos.  
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ABSTRACT 

Inflammatory processes close to bone tissue, clinically, can provide tissue resorption. 

However, the common view that inflammation inhibits bone formation has been 

questioned by studies that prove the role of pro-inflammatory cytokines also in bone 

formation. Among these, the gp130 family, composed of cytokines that share a gp130 

receptor subunit for intracellular signaling, are potential candidates to play this anabolic 

role. These cytokines signal through receptor dimerization with the gp130 subunit and can 

characteristically activate JAK/STAT pathways, often activating STAT3. Among the 

members of this family, Oncostatin M (OSM) and Leukemia Inhibitory Factor (LIF) are 

structurally and functionally similar. However, Oncostatin M stands out among the 

remaining members because it is currently recognized as a potent inducer of bone 

formation in vivo and in vitro. Furthermore, OSM's protagonism can also be evidenced by 

the fact that its specific receptor (OSMR) recruits an adapter protein, known as Shc1, 

during signaling. To better elucidate the role of both this protein and STAT3 on OSM-

induced bone formation, murine calvaria osteoblasts were first cultured and treated with 

mOSM or mLIF and later submitted to gene expression, mineralization nodule formation 

and activity of ALPase analysis. Proved that, unlike LIF, mOSM induces the differentiation 

of these cells, the formation of mineralization nodules and ALPase activity, a Western blot 

was performed and with the analysis of the expression of Sch1 mRNA, determined that 

mOSM in addition to increasing the Shc1 gene expression levels also induce pShc protein 

phosphorylation, unlike mLIF. Thus, the cells were silenced for the target genes of interest, 

starting by receptors involved in the beginning of signaling, and later treated with mOSM, 

also proving through RT-qPCR that the increase in Alpl mRNA expression induced by 

mOSM is through OSMR. Furthermore, cells silenced for Shc1 and STAT3 and later 

treated with mOSM, after submitted the same analyzes described above, demonstrated 

that both Shc1 and Stat3 are essential for bone formation induced by OSM, since the 

silencing of these proteins inhibited the increase in markers associated with bone 

formation caused by mOSM, thus confirming that, in addition to Shc1 being crucial in this 

process, the OSMR-Shc1-Stat3 axis is the way through which OSM seems to induce bone 

formation in osteoblasts. 

 

Keywords:  Oncostatin M. Receptors, Oncostatin M, Type II. Src Homology 2 Domain-
Containing. STAT3 Transcription Factor. Osteoblasts. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O tecido ósseo é uma entidade dinâmica e constantemente remodelada 

por meio de diversos fatores que estimulam ou inibem os processos de formação 

e reabsorção óssea. A massa óssea é mantida por um processo orquestrado 

conhecido como remodelação óssea. Nesse processo, os eventos de 

reabsorção e formação estão intimamente acoplados e acontecem de maneira 

fisiológica, garantindo a homeostase óssea1,2. 

Em processos inflamatórios são liberados diversos fatores que podem 

afetar a relação harmônica entre formação e reabsorção. Nestes casos, observa-

se frequentemente fenótipos osteolíticos, como o que acontece na doença 

periodontal e artrite reumatoide, ambas doenças de caráter inflamatório onde 

citocinas secretadas por diferentes tipos de células influenciam a atividade de 

osteoblastos e osteoclastos3. No entanto, a visão comum de que a inflamação 

favorece apenas a reabsorção tem sido questionada, visto que também se 

observa formação óssea associada a lesões inflamatórias (dados não publicados 

do nosso grupo). Estudos recentes têm demonstrado o papel de citocinas pró 

inflamatórias sobre a indução da formação óssea4,5 esses achados abrem novos 

caminhos para a compreensão do mecanismo envolvido na remodelação óssea 

induzida por inflamação e o papel das citocinas na formação óssea. 

Compreender esses mecanismos seria útil para buscar intervenções para 

prevenir os efeitos deletérios causados por citocinas e usar as vias anabólicas 

para terapias regenerativas ósseas.  

Dentre as citocinas pró-inflamatórias, aquelas pertencentes à família 

gp130 são possíveis candidatas ao efeito anabólico causado pela inflamação. 

Um estudo recente demonstrou que a ativação de gp130, a subunidade 

receptora compartilhada por esta família de citocinas, parece ser mais 

importante para a formação óssea do que para a reabsorção óssea6.  

Entres os membros da família gp130, conhecidos pelo seu potencial sobre 

o metabolismo ósseo, pode-se se destacar duas citocinas estruturalmente, 

geneticamente e funcionalmente semelhantes: OSM e LIF7,8. Tanto OSM quanto 

LIF podem sinalizar através da ligação com o complexo heterodímerico tipo I - 
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LIFR/gp130 e provavelmente por esse motivo, podem apresentar redundância 

funcional, estando envolvidas em diversos processos biológicos que vão desde 

a proliferação celular e sobrevivência neural à hematopoiese e metabolismo 

ósseo9.  

Quando se trata do metabolismo ósseo, essas citocinas demonstraram 

papel importante tanto na reabsorção quanto na formação óssea10. Embora LIF 

possua influência sobre a dinamicidade do tecido ósseo, estudos recentes têm 

demonstrado um papel majoritariamente anabólico de Oncostatina M sobre a 

formação óssea11. Essa diferença pode ser explicada tanto pelo complexo 

receptor pela qual essas citocinas iniciam a sinalização celular, como também 

pelas vias que são internamente acionadas após essa ligação. 

Os membros da família gp130 sinalizam, mais frequentemente, através 

da ativação de uma cascata de sinalização JAK-STAT. A subunidade gp130 se 

associa a tirosinas quinases como Jak1, Jak2, e Tyk2 para que ocorra a 

fosforilação, já que o receptor gp130 não possui atividade tirosino-quinase 

intrínseca. A ativação da via JAK, por sua vez, possibilita a ancoragem de 

proteínas ligadas às vias de sinalização STAT1 e STAT3, SHP2 / RAS / MAPK 

e STAT5 4,10,12. A importância do eixo gp130-STAT3 para a formação óssea já 

foi demonstrada in vivo13,14 e indica um importante papel dessa via na 

diferenciação de osteoblastos induzida pelos membros da família gp130. 

Embora o eixo gp130-STAT3 esteja estabelecido como via de sinalização 

para citocinas dessa família, no que diz respeito ao ambiente ósseo, ele pode e 

deve ser mais bem elucidado, já que a ativação de tirosinas-quinases depende 

de uma série de proteínas adaptadoras, que acabam por modular a sinalização.  

Uma destas proteínas, envolvida na sinalização de Oncostatina M é a 

proteína adaptadora Shc115,16. O papel de Shc1 sobre a regulação da 

fosforilação de STAT3 vem sendo investigado pelo nosso grupo de pesquisa em 

osteoblastos, sendo descrito pioneiramente o recrutamento dessa proteína 

adaptadora no aumento da expressão de RANKL, induzida por Oncostatina M17. 

Para destacar a importância desta via, Sabourin et al. demonstraram que a 

ativação desta proteína regula a fosforilação de STAT3 em células tumorais, 

promovendo a imunossupressão induzida por câncer de mama18. 
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Sendo assim, essa tese foi desenvolvida com o objetivo de analisar a 

hipótese de que a Oncostatina M sinaliza através do eixo OSMR-SHC1-STAT3 

para induzir a diferenciação de osteoblastos e, consequentemente, acarretando 

o aumento da formação óssea.  
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2 PROPOSIÇÃO 
 

O objetivo geral desse estudo foi avaliar a participação da proteína 

adaptadora Shc1 na fosforilação de STAT3 e diferenciação de osteoblastos 

induzida por OSM. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

a. Confirmar o efeito indutor ósseo da Oncostatina M sobre osteoblastos de 

calvária. 

b. Avaliar os complexos receptores pelos quais Oncostatina M inicia a 

sinalização celular. 

c. Avaliar o papel da proteína adaptadora Shc1 na diferenciação induzida por 

Oncostatina M. 

d. Avaliar o papel de STAT3 na diferenciação de osteoblastos de calvária 

induzida por mOSM. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 Metabolismo Ósseo 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo especializado que sofre alterações 

por toda a vida do indivíduo. A propriedade dinâmica atribuída ao metabolismo 

ósseo é proveniente da capacidade de adaptação como resposta aos diversos 

estímulos mecânicos, hormonais e moleculares pelos quais dois processos e 

fundamentais regulam a forma e a massa óssea, sendo, respectivamente, a 

modelação e remodelação óssea2,19. Durante o crescimento, mas não apenas 

durante esse estágio de desenvolvimento, a modelação é o processo 

fundamental pelo qual o metabolismo ósseo responde aos estímulos de carga 

mecânica e medicamentos, induzindo, assim, a formação óssea de maneira 

independente da reabsorção. A remodelação óssea, por sua vez, é o mecanismo 

fisiológico pelo qual a massa óssea é mantida e o tecido ósseo é substituído. 

Nesse processo, o equilíbrio estabelecido ente reabsorção e a formação, são 

interdependentes e acontecem no mesmo local, garantindo assim a homeostase 

óssea. Diferente da modelação, o processo de remodelação acontece com maior 

frequência nos ossos trabeculares e endocorticais, enquanto a modelação 

parece estar mais ligada ao periósteo1.  

O desequilíbrio entre formação e a reabsorção óssea pode resultar no 

desenvolvimento de diversas patologias ósseas, como o que acontece na 

osteoporose, onde prevalece a reabsorção do tecido ósseo, comprometendo a 

saúde e manutenção da massa óssea20. A formação e a reabsorção ocorrem na 

remodelação através das Unidades Multicelulares Básicas (BMUs). As BMUs 

possuem cerca de 1–2 mm de comprimento e 0,2–0,4 mm de largura21 e são 

compostas por osteoclastos e osteoblastos, que em conjunto com os osteócitos 

e osteomorfos, orquestram o metabolismo ósseo. 

Os osteoblastos, são tipo celulares proveniente de linhagem 

mesenquimal, responsáveis por realizarem a aposição e mineralização óssea22. 

A matriz óssea, parte orgânica do tecido ósseo, é constituída por vários tipos de 

proteínas, como colágeno tipo I, osteocalcina, osteonectina, osteopontina e 

sialoproteína óssea1. Além da deposição da matriz extracelular, que quando não 
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mineralizada é chamada de osteóide, os osteoblastos também são responsáveis 

pela mineralização desse tecido pela formação de cristais de hidroxiapatita23.  

Um gene em específico é considerado o mais antigo conhecido fator de 

transcrição osteoblástico: Cbfa/Runx224. Além desse, as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMP’s) são produzidas pelos osteoblastos em 

respostas a diversos estímulos moduladores do tecido ósseo. A expressão de 

um número de proteínas da matriz extracelular relacionadas ao osso, alta 

atividade enzimática da fosfatase alcalina (ALP), respostas a hormônios e 

citocinas são consideradas as principais características dos osteoblastos1,24,25. 

Após realizarem sua função podem originar dois tipos celulares, as células 

de revestimento ósseo, que ficam na superfície do tecido ou, ainda, as que ficam 

aprisionados durante a aposição de matriz óssea e dão origem ao segundo tipo 

celular fundamental para o metabolismo ósseo: os osteócitos23.  

Apesar do osteócito se originar de um osteoblasto, difere-se da célula 

formadora óssea não só pelo local de ação, mas também pela morfologia e 

função, sendo essencial para manutenção óssea. A influência dessa célula pode 

orquestrar a interação celular que ocorre entre o osteoblasto e osteoclasto, ou 

seja, entre a formação e reabsorção. Isso acontece principalmente pelo fato de 

o osteócito utilizar a secreção ou inibição de uma proteína, conhecida como 

esclerostina para indução ou inibição de uma grande via de sinalização envolvida 

no metabolismo ósseo: a via Wnt. Como uma das mais importantes vias de 

formação óssea, essa via pode ser inibida ou estimulada pela esclerostina 

secretada pelos osteócitos26. Os osteócitos orquestram a reabsorção e a 

formação óssea controlando a atividade dos osteoblastos e osteoclastos27. 

Os osteoclastos são células multinucleadas de origem hematopoiéticas e 

são as únicas células com capacidade de reabsorver tecido ósseo22. O principal 

sistema regulador da osteoclastogênese e consequentemente da reabsorção 

óssea, RANK/RANKL/OPG, é modulado através da comunicação entre 

osteoblastos e osteoclastos. A proteína ligante do receptor ativador do fator 

nuclear kappa B (RANKL), é uma proteína de membrana expressa pelas células 

percussoras de osteoblastos que quando acoplada ao receptor ativador do fator 

nuclear kappa B (RANK), expresso na membrana das células previamente 
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expostas a M-CSF, dá início à diferenciação de osteoclastos28. A 

osteoprotegerina (OPG) por sua vez é também expressa por osteoblastos e 

diversos outros tipos celulares e atua inibindo a diferenciação de osteoclastos 

através da ligação com RANKL, impedindo a ligação RANK/RANKL de ocorrer e 

consequentemente a osteoclastogênese (Figura 1)29.  

 

Figura 1 – Diferenciação de osteoclastos orquestrada pelos fatores RANK/RANKL 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Embora o papel principal dos osteoclastos no processo de reabsorção, 

fisiológico ou patológico, seja bem estabelecido, características atribuídas ao 

tecido ósseo, como sua opacidade e seu alto índice de refração podem dificultar 

a visualização desse tipo celular in vivo, tornando complexa a obtenção de 

informações importantes sobre o ciclo de vida desse tipo celular ósseo, como 

sua formação e a localização no tecido. Com o objetivo de elucidar o ciclo celular 

do osteoclasto, um estudo recente, relatou a existência de um novo tipo de célula 

no ambiente ósseo antes não conhecido: os osteomorfos30.  

Segundo Mc Donald30, os osteomorfos, embora transcricionalmente 

distinto tanto dos monócitos quanto dos osteoclastos são resultantes de um 

processo de fissão que pode ocorrer no osteoclasto ativo estimulado por RANKL, 

demonstrando que essas células participam de uma espécie de reciclagem 

celular e através da fusão (também induzida por RANKL ou bloqueada por OPG) 

podem retornar ao estado de osteoclasto ativo ao invés de sofrer apoptose como 

se acreditava anteriormente (Figura 2). A compreensão acerca desse 
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mecanismo abastece a base para estudos de desenvolvimento em medidas 

terapêuticas, já que essa célula e o subsequente processo de reciclagem a qual 

ela participa pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento e 

manutenção de diversas doenças de caráter osteolítico onde podem ocorrer 

ciclos desregulados de fissão/fusão, como osteoporose ou a Doença de Paget30. 

Estudos que examinam as interações entre osteoclastos, osteomorfos, 

osteoblastos e osteócitos podem revelar mais informações sobre a dinâmica 

celular da renovação óssea. 

 

Figura 2 – Ciclo de reciclagem celular dos osteomorfos/osteoclastos 

  

Fonte: Elaboração própria, adaptado de Mc Donald30. 

 

3.1.1 Interação entre as células ósseas  
 

A liberação de moléculas derivadas dos osteoblastos pode induzir a 

reabsorção óssea, assim como os osteoclastos podem produzir fatores de 

acoplamento que agem diretamente nos osteoblastos, regulando a formação 

óssea27. A interação entre essas células é um dos mecanismos pelos quais pode 

se regular a remodelação óssea1. 
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Além do sistema RANK/RANKL/OPG, os osteócitos também são 

responsáveis pela comunicação que controla a formação e reabsorção através 

da produção e liberação de esclerostina. A esclerostina regula negativamente a 

formação óssea devido a sua ação inibitória sobre a via de sinalização WNT, 

uma das principais vias pela qual os osteoblastos são induzidos a realizarem as 

funções de aposição e mineralização óssea. Atualmente, estudos avaliam a 

capacidade de moléculas de anticorpos inibirem a ação da esclerostina e se 

tornarem, assim, possível alvo terapêutico contra a osteoporose, por exemplo1, 

31. 

 Estão ligados ainda a regulação desse processo, diversos fatores como: 

fatores de crescimento como IGF-1 e TGF-β; hormônios como o PTH, indutor de 

formação óssea; proteínas morfogenéticas, como as BMPS que regulam a 

diferenciação das células mesenquimais e, por fim, as citocinas, que podem ser 

potentes indutoras de formação ou reabsorção óssea através de seu efeito sobre 

as células do tecido ósseo1, 3.  

Dentre as citocinas mais avaliadas pela sua ação no metabolismo ósseo, 

estão os membros da família gp130, uma família de citocinas pró-inflamatórias 

de origem hematopoiética e com conhecida capacidade de modular o 

metabolismo ósseo3. 

 

3.2 Família gp130 

 

A família gp130 é composta por citocinas pró inflamatórias e 

hematopoiéticas que utilizam para sinalização intracelular uma subunidade 

receptora comum: a glicoproteína 130 kDa (gp130). Os membros dessa família, 

IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF, CLC, CT-1, IL-27 e IL-31 são mediadores 

pleitrópicos conhecidos pelo seu envolvimento na coordenação de diversos 

processos biológicos, que vão desde à modulação do sistema imunológico à 

capacidade de regular o metabolismo ósseo através de processos como 

proliferação e diferenciação celular9.  

Os membros da família gp130 frequentemente apresentam redundância 

funcional, o que pode ser facilmente explicada pelo fato dessas citocinas 
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compartilharem da presença de uma subunidade de gp130 em seus complexos 

receptores, sejam eles heterodiméricos ou homodiméricos para suas respectivas 

sinalizações celular3. Embora a maioria dessas citocinas utilizem um complexo 

receptor heterodimérico, composto por uma subunidade gp130 em conjunto a 

uma subunidade alternativa/específica de receptores, duas delas, IL-11 e IL-6 

necessitam de duas subunidades de gp130 para sinalização em um complexo 

homodimérico, como a IL-11 ou, hexamérico no caso da IL-632, no qual um 

receptor específico será associado. IL-31 é o único membro dessa família que 

não compartilha a subunidade de gp130 para sinalização, utilizando embora uma 

subunidade de receptor específico de Oncostatina M em conjunto com seu 

respectivo receptor (IL-31Rα), o que permite sua associação aos membros 

restantes (Figura 3). 

Figura 3 – Receptores da família gp130 conforme os membros 

 

Fonte: Elaboração própria, criado com BioRender.com. 

 

A influência dos membros dessa família no metabolismo ósseo pode ser 

explicada pela presença do receptor gp130, expresso ubiquamente, nas células 

ósseas, o que permite que essas citocinas regulem as atividades celulares 

através dessa ligação5. Como demonstrado na Tabela 1, os osteoblastos, 
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osteócitos e osteoblastos expressam receptores para determinadas citocinas 

dessa família. + indica a expressão reportada positiva no tipo celular e - indica a 

ausência confirmada de expressão do receptor nesse tipo celular. Como os 

osteomorfos são células descritas recentemente, não há informações sobre a 

expressão de receptores. 

 

Tabela 1- Expressão de gp130 nas células ósseas 

Receptores Osteoclastos Osteoblastos Osteócitos 

gp130 + + + 

Il-6R + + + 

Il-11R + + não reportado 

LIFR - + + 

CNTFR não reportado + não reportado 

OSMR - + + 

WSX-1 não reportado + não reportado 

Fonte: Adaptado de Sims e Walsh5 (2010, p.514).  

 

Embora os membros dessa família estejam constantemente ligados ao 

estímulo direto ou indireto da osteoclastogênese, sabe-se também que essas 

citocinas podem regular, de maneira diferente, a atividade dos osteoblastos no 

osso trabecular e no periosteal33. Ao contrário do que se imaginava 

anteriormente, ao invés de promover a formação de osteoclastos, a principal 

função da sinalização de gp130 nos osteoblastos é, na verdade, manter a 

formação e a força óssea através da ação dos osteócitos, que ao estimularem a 

diferenciação dos osteoblastos e a produção de colágeno garantem uma 

formação óssea trabecular ao mesmo tempo que mantêm a composição óssea 

cortical saudável6. 

Apesar de não haver dúvidas em relação a participação na modulação do 

tecido ósseo pelas citocinas dessa família, algumas delas, mais do que outras 

podem apresentar papéis um tanto quanto curiosos sobre o turnover ósseo e, 

que, se mais bem elucidados e descritos podem oferecer alternativas 
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terapêuticas para doenças de caráter osteolítico. No tópico a seguir, apresenta-

se um dos membros da família gp130 com grande potencial sobre o metabolismo 

ósseo: a Oncostatina M.   

 

3.3 Oncostatina M (OSM) 

 

A OSM foi inicialmente descrita como um polipeptídio regulador de 

crescimento, produzido por células diferenciadas de linfoma histiocítico, com 

capacidade de inibir a proliferação de células de melanoma A375 e outras células 

tumorais ao mesmo tempo que aumentava proliferação de fibroblastos normais 

de humanos34.  Entretanto, a supressão não parece ser o único papel tumoral de 

OSM já que tem sido sugerido que essa citocina suporte a metástase de câncer 

de mama35 e estimule o sarcoma de Kaposi36. Ao longos dos anos, OSM foi 

identificada em vários outros processos biológicos além do tumoral, 

evidenciando sua multifuncionalidade37.  

Essa citocina é produzida por vários tipos celulares no corpo humano, 

principalmente por monócitos, macrófagos, células T, células dendríticas, 

neutrófilos e osteoblastos38. Como uma citocina pleitrópica e pró-inflamatória, 

pode atuar em diversos tecidos e tipos celulares, estando envolvida na 

modulação de diversos processos biológicos como: regulação do sistema 

nervoso central; resposta inflamatória; indução de cardiomiócitos; manutenção 

da hematopoiese; estimulação da angiogênese e por fim; na regulação do 

metabolismo ósseo atuando tanto na reabsorção, quanto na formação óssea por 

meio da diferenciação de células mesenquimais e supressão de diferenciação 

de adipócitos11,37,39.  

A Oncostatina M pode se ligar, com afinidade distinta, em dois tipos de 

complexos heterodiméricos, o tipo I que consiste em uma subunidade de LIFR e 

gp130 e o tipo II formado a partir de uma subunidade de gp130 associado a uma 

subunidade de receptor específico da OSM, o OSMR(7). E embora seja a única 

citocina da família que pode se ligar a dois complexos receptores, a possibilidade 

de sinalizar através de um complexo específico (tipo II) garante a essa citocina, 

propriedades exclusivas sobre os processos biológicos que modula15. 
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Entretanto, a capacidade bimodal para sinalização via receptor de LIFR, entre 

outros fatores, garante a OSM, além de multifuncionalidade, uma possível 

redundância funcional com outro membro da família gp130: LIF.  

 

3.4 Oncostatina M Versus LIF 

 

Entre os membros da família gp130, OSM e LIF são as duas citocinas que 

mais se assemelham8, seja estruturalmente, geneticamente e, por 

consequência, funcionalmente7. Estruturalmente, ambas citocinas são formadas 

por uma estrutura secundária contendo quatro feixes helicoidais ligados entre si, 

fato comum para os membros dessa família9. Geneticamente, pela localização 

do gene no cromossomo ser próxima, sugere-se que ambos os genes tenham 

sido originados por duplicação8,9,37. Além da localização cromossômica, outras 

semelhanças genéticas são encontradas entre OSM e LIF como mostra a Tabela 

2. Propriedades como quantidade de aminoácidos na proteína madura, 

quantidade de éxons, resíduos de císteina e peso da massa molecular foram 

comparadas, evidenciando suas semelhanças9,37. 

Tabela 2 -Comparação das propriedades genéticas de OSM e LIF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Funcionalmente, LIF foi descrita incialmente pela sua capacidade de 

induzir diferenciação de células mieloides leucêmicas40 e OSM por inibir a 

proliferação de mieloblastoma e outros tumores34. Tanto LIF quanto OSM, 

Propriedades Genéticas OSM LIF 

Número de aminoácidos 196 180 

Massa molecular (kDa) 28 45 

Número de resíduos de cisteína 6 5 

Número de Éxons 3 3 

Localização no cromossomo 22q12 22q12 
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apresentam ações pleiotrópicas ligadas a proliferação, inibição celular, 

regulação das proteínas de fase aguda, sobrevivência neural, hematopoese e 

metabolismo ósseo entre outras atividades especificas de cada uma9. 

As atividades biológicas sobrepostas entre OSM e LIF podem ser 

explicadas pelo fato de que o complexo receptor de sinalização utilizado por LIF, 

também pode ser acionado por OSM em células que expressam ambos os 

receptores e embora OSM possua funções biológicas em comum com LIF, essa 

citocina apresenta funções biológicas únicas, que provavelmente, que são 

sinalizadas através do seu receptor específico β, OSMR (gp130/OSMR)7. 

 

3.5 Complexos receptores: OSMR e LIFR 

 

Assim como os outros membros da família gp130, OSM compartilha 

gp130 como uma subunidade receptora α e a interação OSM/gp130 recruta uma 

segunda subunidade receptora, chamada de β, podendo então sinalizar através 

de dois tipos de complexos heterodiméricos: o tipo I, formado por gp130 e LIFR, 

no qual LIF também sinaliza ou; o tipo II formado por gp130 e OSMR (Figura 4). 

Figura 4 – Sinalização de OSM e LIF através dos complexos receptores 

 

Fonte: Elaboração própria, criado com BioRender.com 
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Enquanto LIF humano (hLIF) apresenta 78% de identidade entre 

aminoácidos com a LIF murina, a OSM das duas espécies apresenta apenas 

48% de similaridade entre si41, e, pelo fato de, em humanos, essa citocina se 

ligar primeiramente ao gp130 e, posteriormente, recrutar uma das unidades 

citadas anteriormente (LIFR ou OSMR) definir quais os efeitos exclusivos dessa 

citocina pode ser uma tarefa difícil e controversa utilizando células humanas. 

Sabendo que, a OSM murina (mOSM) e OSM humana (hOSM) interagem de 

maneira distinta dependendo do organismo que se encontra e 

consequentemente das diferentes cascatas de sinalização que podem 

desencadear8,15,16,37 o uso do modelo animal pode fornecer dados menos 

conflitantes sobre o papel de OSM sobre o metabolismo. 

Enquanto hOSM sinaliza primeiramente se ligando a subunidade 

receptora gp130 e, posteriormente, recruta, sem distinção de afinidade, OSMR 

ou LIFR ativando vias distintas downstream a essa ligação16, 42, a mOSM pode 

se ligar a ambos os receptores, porém com muito mais afinidade a OSMR do 

que com LIFR (Figura 5)8. 

 

Figura 5 - hOSM e mOSM interagem de maneiras distintas com os complexos 
receptores em células humanas e murinas 

 

Fonte: Elaboração própria, criado com BioRender.com 
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3.6 OSM Versus LIF no Metabolismo Ósseo 

 

Osteoblastos e osteócitos, células do tecido ósseo, expressam receptores 

OSMR e LIFR, o que possibilita que a sinalização dessa citocina sobre o 

metabolismo ósseo gere efeitos distintos que dependem do complexo receptor 

pelo qual ocorrerá a sinalização5. 

Inicialmente, acreditava-se que OSM possuía papel indutor 

exclusivamente sobre a reabsorção óssea, do aumento da expressão de RANKL 

pelos osteoblastos11. Porém, propriedades indutoras de formação óssea 

começaram a ser atribuídas a essa citocina. OSM é capaz de estimular formação 

óssea através de mecanismos diretos sobre o osteoblasto, aumentando os 

níveis de produção óssea e/ou estimulando a diferenciação de células 

mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, ao mesmo tempo que diminui a 

adipogênese em células Kusab4b1011. Além disso, em osteócitos OSM é capaz 

de inibir a secreção de esclerostina, uma importante proteína envolvida na 

regulação da formação óssea, tanto em camundongos quanto em humanos, 

aumentando assim a formação óssea. Um estudo realizado em tíbias murinas 

fraturadas, possibilitou identificar também, uma função importante de OSM na 

fase inicial da cicatrização. Camundongos nocautes para essa citocina (Osm -/-

)tiveram a cicatrização comprometida e a qualidade óssea prejudicada pela 

baixa deposição de matriz óssea pelos osteoblastos, enquanto, nos osteoclastos 

não foram observadas quaisquer alterações38. 

 Assim como OSM, LIF e LIFR são expressos por uma variedade de 

células ósseas que vão desde células de linhagem osteoblásticas a osteoblastos 

primários ou osteócitos11,43. Sendo assim, LIF também é conhecido pela 

dualidade das funções que pode desempenhar sobre o metabolismo ósseo, 

podendo agir tanto sobre a formação óssea, como na reabsorção. É conhecido 

que LIF é capaz de estimular a formação de osteoclastos por meio de RANKL in 

vitro44, 45, embora aconteça de maneira muito menos potente do que mOSM em 

osteoblastos de calvária17. Muito embora a injeção local de LIF ter sido relatada 

como a razão de uma discreta formação de osteoclastos46, a deleção de LIF ou 

LIFR pode ocasionar um aumento do número de osteoclastos gigantes47, 48. 



30 

 

Além e apesar da capacidade de estimular formação óssea, LIF também 

já foi reconhecido como um fator mitogênico para os osteoblastos46 e altos níveis 

dessa citocina também podem estimular a formação óssea e a massa óssea in 

vivo49-51.  A massa óssea também pode ser afetada pela deleção de LIF devido 

à diminuição do número e da atividade de osteoblastos52. Estudos in vitro, no 

entanto, relataram ação inibitória de LIF sobre ALP em osteoblastos murinos 

(E1)53, 54. Em dados contrastantes, LIF parece estimular ALP em células E1 e em 

osteoblastos primários43.  

Por fim, em uma ação oposta à de OSM em um mesmo estudo, LIF 

aparece inibindo a formação de nódulos mineralizados em células primárias de 

osteoblastos de calvária de ratos55,56. 

Claramente, ambas as citocinas podem modular o metabolismo ósseo, 

porém, quando se trata de osteoblastogênese a OSM parece ter um papel muito 

mais estabelecido e potente ao induzir a diferenciação de osteoblastos e 

aumentar a formação óssea via inibição de esclerostina nos osteócitos do que 

LIF, que embora apresente resultados, quando em alto níveis, sobre a formação 

óssea, tem seu papel estabelecido sobre a inibição da formação óssea.  

Esses dados corroboram para o fato que de, embora LIF também possua 

atividade sobre o metabolismo ósseo, a Oncostatina M, ao atuar via seu receptor 

exclusivo, OSMR, apresenta também uma propriedade independente de LIF e 

maior capacidade de indução da formação óssea. Isso pode ser explicado tanto 

pelo complexo receptor pelo qual OSM atua nas células ósseas, como também 

pela via de sinalização que é desencadeada a partir dessa ligação. 

 

3.7 Vias de Sinalização Intracelular: JAK/STAT 

 

Entre as diversas cascatas de sinalização que podem ser 

desencadeadas, intracelularmente após a ativação dos receptores da família 

gp130, destaca-se a via JAK- STAT9. Embora gp130 seja um receptor tirosina 

quinase (TRK, do inglês Tyrosine Kinase Receptor) sem a capacidade de 

autofosforilação, as citocinas dessa família ativam a cascata de sinalização 
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STAT via recrutamento de proteínas tirosina-cinases da família JAK. Como 

descrito na Figura 6 abaixo, a ligação da citocina com seu respectivo complexo 

receptor ativa uma cascata de sinalização intracelular que se inicia após a 

homo/heterodimerização dos receptores que após provocarem a fosforilação 

cruzada entre as proteínas JAKS ancoradas na porção citoplasmática, tem seus 

resíduos de tirosina fosforilados por essas proteínas (Jak1, Jak2 ou Tyk2). A 

atividade dessas proteínas, possibilita então que as proteínas STAT (antes 

inativas no citoplasma) se ancorem nos resíduos fosforilados do receptor para 

posteriormente serem fosforiladas por JAK. Fosforiladas, essas proteínas se 

soltam dos receptores, dimerizam com outra unidade para pôr fim, ativadas, 

translocarem para o núcleo, onde vão exercer seu papel de fator de transcrição 

de genes responsivos a citocina ligante em questão. As respostas mediadas pela 

STATs são reguladas por retroalimentação negativa. Além da ativação de genes 

que codificam proteínas que medeiam a resposta induzida pelas citocinas, os 

dímeros de STAT também ativam genes que codificam proteínas inibidoras que 

atuam na inibição da resposta. Algumas dessas proteínas se ligam as JAKS 

fosforiladas, inativando-as, bem como seus receptores associados; outras se 

ligam aos dímeros de STAT fosforilados e os impedem de se ligar aos seus DNA-

alvo(57) As PIAS (Inibidor de proteína STAT ativada) e as SOCS (Supressor de 

fatores de sinalização de citocinas) regulam negativamente a ativação da via 

STAT. Entre os membros da família SOCS, SOCS3 desempenha o papel 

regulador negativo predominante por inibir a ativação de JAK-STAT3, alvejando 

complexos receptores de citocinas para degradação no proteassoma58. 
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Figura 6 – Ativação da via JAK-STAT downstream a ligação das citocinas gp130 com 
seus receptores 

Fonte: Elaboração própria, criado com BioRender.com. 

 

Entre as diversas combinações que podem ocorrer entre as proteínas JAK 

(gp130 pode ativar Jak1, Jak2 e Tyk2) e STAT, as vias mais frequentemente 

ativas por essas citocinas são STAT1, STAT3 e STAT5, que atuam na 

transcrição de fatores específicos e essenciais para diversos processos 

biológicos. Ainda, como esquematizado na Figura 7, além de JAK/STAT outras 

vias podem ser ativas por gp130. As vias SHP2 / RAS / MAPK, conhecidas pelo 

seu papel sobre a proliferação celular e as cascatas de sinalização, AKT, PI3K 

também podem responder a ligação dessas citocinas, exercendo funções 

distintas e essenciais para o corpo humano através da regulação de processos 

como a proliferação, sobrevivência celular, apoptose, metabolismo e estresse 

oxidativo9, 59. 
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Figura 7 - Ativação das principais vias e funções pelos membros da gp130 

 

Fonte: Adaptado de Jones59, criado com BioRender. 

 

No que se refere ao seu papel sobre o metabolismo ósseo, as três 

principais vias de sinalização para interação de gp130 com as células ósseas 

são: STAT1, responsável pela estimulação de proliferação de condrócitos; 

SHP2/Ras/MAPK responsável pela inibição da osteoclastogênese e por fim, 

gp130/STAT1/3, conhecida por, através da ligação de IL-6, estimular células de 

linhagem osteoblástica4, 6, 10. 

A Oncostatina M, preferencialmente sinaliza através de vias como STAT3 

e MAPK, sendo STAT3 a principal via utilizada por OSM para induzir a 

diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos13, essa via é ativada na 

fase inicial da inflamação e foi encontrada fosforilada em células de linhagem 

osteoblástica, um dia após a fratura óssea. Além disso, a ligação de OSM com 

seu receptor tipo II (gp130/OSMR) ativa STAT3 em células mesenquimais 

humanas, desencadeando a osteogênese, fato corroborado pela redução de 

STAT3 em camundongos nocauteados para OSM e OSMR, concluindo então 
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que OSM murina induz fosforilação da via de sinalização STAT 3, mas não de 

STAT1, estimulando um subconjunto de genes responsivos a STAT3, 

downstream a LIFR:gp13013. 

Entre as proteínas envolvidas no processo de fosforilação de Stat3, a 

proteína adaptadora Shc1 (proteína contendo domínio homólogo a SRC), é uma 

forte candidata, visto que é recrutada exclusivamente para a subunidade 

OSMR16, 60. 

 

3.8 Shc1 

 

Shc1 (ou ainda ShcA) é um dos quatro membros de uma família de 

proteínas adaptadoras fosfotirosina. Essas proteínas, chamadas assim pela sua 

similaridade entre domínios com SCR (Proto-oncogene tirosina-proteína Cinase 

Scr), são conhecidas pela regulação de diversos processos em mamíferos, 

sendo importantes para a regulação de estresse oxidativo, sobrevivência celular 

e indução de apoptose61. Três isoformas de Sch1 podem ser identificadas a partir 

do seu peso molecular: p46, p52 e p66 que podem ativar vias de sinalização 

distintas62.  

 Enquanto as isoformas p46Shc e p52Shc, após serem fosforiladas, 

acoplam receptores tirosina quinases ativados a Ras, através do recrutamento 

do complexo Grb2/Sos e estão envolvidas na propagação citoplasmática de 

sinais mitogênicos63,64, p66Shc não regula a ativação de Ras, mas está ligada a 

vias de transdução de sinais que regulam a resposta celular ao estresse 

oxidativo e expectativa de vida em mamíferos65. Assim como fibroblastos 

embrionários proveniente de camundongos nocaute para p66Shc são mais 

resistentes a apoptose induzida por estresse oxidativo65 animais nocautes para 

essa isoforma e submetidos a uma dieta rica em gordura a longa prazo, tiveram 

um aumento de 30% na expectativa de vida, e uma diminuição no 

desenvolvimento da aterogênese: formação de ateromas nas paredes internas 

das artérias66. Em condições basais, células p66Shc -/- demonstram uma menor 

taxa de formação de oxidação intracelular concomitantemente com uma 

diminuição da alteração de DNA mitocondrial, evidenciando o papel dessa 
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isoforma sobre a regulação das vias que convertem sinais oxidativos em 

apoptose67. 

Um estudo recente verificou que o p66Shc balanceia a ativação da via de 

sinalização STAT1 e STAT3 promovendo a supressão imunológica por meio da 

ativação do STAT3 e simultaneamente, afetando a vigilância imunológica 

impedindo a ativação do STAT1 em células de câncer de mama18. Há ainda, 

associação da expressão de p66 no comportamento maligno, recorrência e 

prognóstico em pacientes com carcinoma hepatocelular, evidenciado a partir da 

superexpressão encontrada dessa isoforma nos tecidos desse carcinoma, 

indicando um papel significativo na progressão tumoral através da ativação via 

de STAT3, pela fosforilação de S727(fosforilação de STAT3 em Serina 727)68.  

Além disso, STAT3 e o fator de transcrição Sp1 parecem formar um 

complexo que aumenta a resposta inflamatória. O aumento da fosforilação de 

S727 recruta Sp1 em células endoteliais estimuladas com citocinas da família IL-

669. 

Embora esses estudos promovam uma associação direta entre o 

recrutamento de Shc1 e a ativação de STAT3 induzida por citocinas 

inflamatórias, esse mecanismo não estava bem elucidado para osteoblastos. O 

primeiro relato do recrutamento de Shc1 por células ósseas estimuladas com 

citocinas da família gp130, publicado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou, 

pioneiramente, que o papel de Shc1 para ativação da via STAT3, resultante da 

ligação de mOSM com o complexo tipo II (gp130/OSMR) é essencial na 

reabsorção óssea induzida por OSM17. 

 Sabendo que, exercendo um papel de caráter anabólico, a OSM induz, 

majoritariamente, a formação óssea ao invés da reabsorção11, o objetivo 

principal dessa tese foi avaliar, através da técnica de silenciamento gênico em 

osteoblastos murinos de calvária, qual o papel de SHC1 e subsequentemente de 

STAT3 sobre o efeito indutor de mOSM sobre a formação óssea. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Camundongos recém-nascidos da espécie Mus musculus e linhagem 

Swiss foram obtidos entre 2 e 3 dias após o nascimento do Biotério Central da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara - UNESP (Araraquara, 

Brasil) ou do Biotério Central da Universidade Federal de Goiás. Todos os 

experimentos com animais foram realizados de acordo com o Conselho Nacional 

de Controle de Experimentos com Animais e aprovados pelo Comitê de Ética da 

Universidade Estadual de São Paulo (Anexo A) e pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de Goiás (CEUA UFG - 011/21, Anexo B). 

 

4.2 Isolamento de Osteoblastos de Calvária e Cultura Celular  

 

Para obtenção de células de cultura primária, os animais, camundongos 

entre 2 e 3 dias de idade, foram submetidos a decapitação e posteriormente 

tiveram as calvárias retiradas e dissecadas com o auxílio de um bisturi, de 

maneira que descolassem totalmente da base do crânio e estivessem 

suficientemente limpas para serem submetidas a digestão enzimática, descrita 

a seguir.  

Após serem depositadas em um Erlenmeyer, imersas em 5 mL de solução 

A (8g NaCl + 200 mg KCl + 350 mg NaH2PO4, pH 7,2) foram expostas a agitação 

orbital a 150 rpm durante 10 minutos enquanto incubadas a 37ºC. A solução A 

foi então descartada dando continuidade a uma sequência de lavagens (10 

ciclos) sob as mesmas condições de agitação e incubação citadas acima. Para 

as três próximas lavagens subsequentes foi utilizada uma nova solução (Solução 

B) com os mesmos componentes da solução A com adição de 1,489 g de EDTA. 

Posteriormente, as lavagens de 5-10 foram realizadas com a solução C (Solução 

A + Collagenase type 2 a 180 U/mL - Worthington Biochemical Corp, Lakewood, 

NJ, EUA). Embora sobre as mesmas condições de incubação e agitação, 

diferentemente das lavagens anteriores, apenas a primeira lavagem com essa 
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solução foi descartada e o conteúdo foi então coletado a partir da 6º lavagem 

(6/10) para um tubo falcon e acumulado durantes as lavagens subsequentes 

para ser posteriormente centrifugado por 5 min a 1000 rpm. 

Após centrifugação, o sobrenadante da solução foi descartado e o 

sedimentado celular no fundo do tubo (pellet) ressuspendido em meio α-MEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina (100 μg/mL) e 

estreptomicina (100 μg/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). O conteúdo 

ressuspendido contendo as células foi alocado em garrafas de cultivo celular de 

75cm2 que foram mantidas a 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 e 

95% de ar atmosférico durante o período necessário para 

proliferação/diferenciação (aproximadamente entre 3 e 4 dias). Após atingir o 

nível de confluência desejável para realização dos experimentos, as células 

foram tripsinizadas com Tripsina 0,25% (Invitrogen, Gibco, Grand Island, NY, 

EUA), contadas e semeadas nas respectivas quantidades e placas específicas 

para cada análise. A figura 8, abaixo, descreve as etapas para obtenção dos 

osteoblastos de calvária. 

 

Figura 8 – Sequência de eventos para obtenção de osteoblastos de calvária 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Todas a soluções anteriormente citadas no processo de digestão 

enzimática das calvárias para obtenção dos osteoblastos foram previamente 

preparadas e filtradas, sendo a solução C preparada e filtrada minutos antes do 

uso, mantida em gelo durante o processo e com as quantidades de cada 

lavagem (5mL) colocadas em banho-maria (37ºC) 3 minutos antes do seu 
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respectivo uso. Com exceção da incubação e agitação, todo processo pelo qual 

as calvárias foram submetidas foi realizado em fluxo laminar. 

Depois de semeadas, as células foram submetidas ao tratamento com 

mOSM ou mLIF na concentração de 100 ng/mL (R&D Systems, Minessota, 

USA), ou ainda, silenciadas e posteriormente tratadas com mOSM (100 ng/mL) 

antes das análises propostas descritas dos itens 4.4 ao 4.8 

 

4.3 Silenciamento em Osteoblastos 

 

Para os ensaios que foram realizados sob a condição de silenciamento 

gênico através do uso de pequenos fragmentos de RNA de interferência (siRNA, 

do inglês, small interfering RNA) as células foram submetidas a um protocolo, 

desenvolvido e padronizado pelo nosso grupo de pesquisa, no qual o primeiro 

silenciamento é realizado vinte e quatro horas após as células serem semeadas, 

sendo repetido após quarenta e oito horas e antecedendo vinte quatro horas do 

tratamento, como se pode observar na Figura 9. 

 

Figura 9 – Sequência de eventos durante protocolo de silenciamento 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Para o silenciamento, cada RNA de interferência (siRNA) específico para 

o gene alvo (Tabela 3) foi preparado em meio OptiMEM (Invitrogen, Gibco, Grand 

Island, NY, EUA) em uma proporção em que: a concentração final em cada poço 
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fosse de 30 nM, sendo para isso, inicialmente preparado a 300nM por considerar 

a diluição pela quantidade de meio α-MEM já presente no poço no momento da 

transfecção. Em uma segunda etapa, é adicionado, gentilmente, ao preparo 

contendo o siRNA, um preparo de OptiMEM com 2% lipofectamina RNAiMAX 

(Invitrogen, Gibco, Grand Island, NY, EUA) preparado anteriormente. Após 15 

min em temperatura ambiente, a mistura contendo siRNA e a lipofectamina é 

adicionada ao well em quantidades que acompanham a quantidade de células e 

o volume de meio em cada poço da placa (Figura 10). Em ensaios como a análise 

de expressão gênica através de PCR, realizados em placas de 96 wells, 2x103 

células foram semeadas por well, enquanto em ensaios como Vermelho de 

Alizarina e Atividade de Fosfatase Alcalina, realizados nas placas de 24 e 48 

poços foram necessários 10x103 e 5x103 células por poço, respectivamente. A 

figura 10 ilustra as etapas do silenciamento descritas anteriormente. 

 

Tabela 3 - Informações sobre os siRNAs (Apllied Biosystems) 

Fonte: Elaboração própria. 

  

Gene Alvo RefSeq ID Assay 

Controle Negativo        ----- AM4635 

Shc1 NM_00111333 1.2 
NM_011368.5 
 

s73682 

Stat3 NM_0011486.4 
NM_213659.2 
NM_213660.2 

s74451 

IL6st 
NM_010560.3 

s68298 

Lifr 
NM_001113386.1 
NM_013584.2 s69223 

Osmr 
NM_011019.3 

s/71149 



40 

 

Figura 10 – Sequência de etapas a serem executadas para transfecção do siRNA 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Por fim, as células silenciadas e as células submetidas a uma transfecção 

com sequência aleatória (Scramble (SCR) – Controle negativo) foram tratadas 

seguindo a designação em dois grupos pré-determinados: Grupo Controle, onde 

as células foram mantidas em meio osteogênico (meio α-MEM suplementado 

com adição de beta-glicerofosfato (4mM) e ácido ascórbico (50µg/mL) ou; Grupo 

Experimental onde foram tratadas com mOSM (100 ng/mL) em meio osteogênico 

durante o período proposto para cada avaliação. 

 

4.4 Expressão Gênica 

 

Os osteoblastos de calvária foram semeados (2x10³ células/poço) em 

placas de 96 poços quando silenciados para os gene alvo e posteriormente 

tratados com mOSM, ou de 48 poços quando somente tratados com as citocinas, 

mOSM ou mLIF (100 ng/mL) em meio osteogênico. A análise da expressão 

gênica foi realizada após 24 horas de tratamento em ambas as situações: células 

apenas tratadas ou células silenciadas para os genes alvo e tratadas. Para isso, 

o RNA foi extraído das células (4.4.1), o cDNA sintetizado (4.4.2) e 

posteriormente diluído para que a expressão dos genes de interesse fosse 

avaliada por PCR em tempo real – RTq-PCR (4.4.3). 
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Figura 11 – Etapas envolvidas na análise da expressão gênica por RTq-PCR 

Fonte: Elaboração própria. 

 

4.4.1 Extração de RNA 

 

Após o período experimental de 24 horas em seus respectivos modelos 

(silenciadas e tratadas ou apenas tratadas), as células foram lisadas com a 

adição de 100 μl de tampão de lise por poço. Posteriormente, o RNA total foi 

submetido a uma sequência de lavagens em colunas com microfiltros e diluídos, 

seguindo o protocolo dos fabricantes dos kits utilizados (Ambion, Qiagen).  

O RNA foi quantificado em placa para microvolumes Take3 utilizando o 

espectrofotômetro de Microplacas Epoch e o software Gen5 (Biotek, Winooski, 

VT, EUA). A qualidade do RNA foi verificada através da razão 260/280 ≤ 2.   

 

4.4.2 Síntese de cDNA 

 

Após a quantificação, 100 - 150ng das amostras foram convertidos em 

DNA complementar sintetizado a partir de uma molécula de RNA (cDNA), 

utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um volume de reação final de 10 µl e 

termocicladas a 25°C por 10 min, 37ºC por 120 min e 85°C por 5 min. 

Posteriormente à conversão, o cDNA foi diluído em 40x (2 µl de amostra + 78 µl 

de água ultrapura) antes da reação de amplificação promovida pelo ensaio de 
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PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR, do inglês, Real Time quantitative 

PCR). 

 

4.4.3 PCR em tempo real – RTq-PCR 

 

O RTqPCR foi realizado no sistema de PCR em tempo real StepOnePlus 

™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando a Cinética TaqMan. Os 

primers para os genes descritos na tabela 4 foram utilizados em uma 

concentração final de 300 nmol/L utilizando Taqman Fast Advance Master Mix 

como sistema de detecção. A β-actina (Actb), sequência descrita na tabela 5, foi 

utilizado como calibrador para corrigir possíveis diferenças nas concentrações 

iniciais de mRNA. O volume final da reação foi de 10 μL, consistindo em 2,5 μl 

de cDNA diluído 40x e 7,5 μl de master mix.  

 

Tabela 4 - Taqman Assays (Applied Biosystems) utilizados na detecção dos genes alvo 

Gene  ID Assay 

Alpl  Mm 00475834_m1 

Il6st  Mm00439665_m1 

Lifr  Mm00442942_m1 

Shc1  Mm 00468942_g1 

Stat3  Mm 01219775_m1 

Osmr  Mm01307326_m1 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 5 – Sequência utilizada para detecção de gene calibrador (Actb) 

Actb Sequência 

Sense 

Primer (F) 
5′GGACCTGACGGACTACTCATG-3′ 

AntiSense 

Primer (R) 
5′ TCTTTGATGTCACGCACGATTT-3’ 

Sonda 

(100nM) 
VIC 5′ 6CCTGACCGAGCGTGGCTACAGCTTC0-3′ TAMRA 

Fonte: Elaboração própria 
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4.5 Ensaio de Mineralização com Vermelho de Alizarina  

 

Para os ensaios de avaliação do efeito do tratamento com mOSM e mLIF, 

foram semeadas 1x103 células por poço em placas de cultura de 48 poços (n=3) 

em meio α-MEM suplementado. Vinte e quatro horas após a semeadura, as 

células foram mantidas em meio osteogênico e tratadas ou não com mOSM (100 

ng / mL) ou mLIF (100 ng / mL) por 7 e 14 dias. O meio foi trocado a cada dois 

dias. Após 7 e 14 dias, as células foram fixadas em paraformaldeído tamponado 

a 4% por 2 minutos. 

Nos ensaios em que as células foram submetidas a silenciamento gênico, 

quando em placas de 48 poços foram semeadas 5x103/poço ou 10x103 

células/poço em placas de 24 poços (n=4). O protocolo de silenciamento, 

realizado que, conforme já descrito no item 4.3 dessa seção, se iniciou 24 horas 

após a semeadura, sendo o tratamento, na presença ou na ausência de mOSM 

(100 ng/mL), realizado 24 horas após o segundo silenciamento. O meio foi 

trocado a cada 2 dias e o silenciamento repetido a cada 4 dias. Após 7 e 11 dias, 

as células foram fixadas em paraformaldeído tamponado a 4% por 2 minutos.  

Tanto nos ensaios onde foram realizados silenciamento gênico como nos 

que foram realizados apenas tratamento com as citocinas, os poços foram 

lavados com água destilada duas vezes e 200 ul da Solução de Vermelho de 

Alizarina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, EUA) 1% w / v (água destilada) foi 

adicionada por poço. Após 10 minutos de incubação a temperatura ambiente, a 

solução foi removida dos poços e as células foram lavadas três vezes com água 

destilada. Para a avaliação espectrofotométrica, os nódulos mineralizados foram 

eluidos com 200 µl de cloreto de hexadecilpiridínio (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, 

EUA) solução a 10% p / v (água destilada) e por fim alíquotas de cada poço 

foram transferidas para uma placa de 96 poços e realizada leitura a 562 nm 

(Take3 BioTek Instruments, Vermont, EUA). 
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4.6 Ensaio da Atividade de Fosfatase Alcalina 

 

O ensaio de atividade de fosfatase alcalina foi realizado por duas 

maneiras, sendo a primeira, através da coloração, em células tratadas com 

mOSM e mLIF (item 4.6.1) e a segunda por quantificação, para células que 

foram silenciadas para o gene Shc1 e posteriormente tratadas com mOSM 

durante 7 dias (item 4.6.2). 

 

4.6.1 Coloração 

 

Vinte e quatro horas após a semeadura em meio α-MEM suplementado, 

as células foram mantidas em meio osteogênico e tratadas com mOSM ou mLIF 

ambos a (100 ng / mL) por 7 e 14 dias. O meio foi trocado a cada dois dias. No 

final dos períodos experimentais, as células foram fixadas em paraformaldeído 

tamponado a 4% por 2 minutos e os poços foram então lavados com PBS 1X por 

duas vezes. O kit para coloração de Fosfatase Alcalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Mi, EUA) foi utilizado de acordo com o protocolo do fabricante. 

 

4.6.2 Quantificação 

 

Após serem silenciadas para Shc1, as células foram tratadas durante 7 

dias na presença ou ausência de mOSM (100 ng/mL). Após esse período, as 

células foram lisadas, com a adição de 200 µl de água ultrapura/poço e 

submetidas a um protocolo de choque térmico (10 ciclos alternados de exposição 

a uma temperatura de -20ºC e 37ºC) para que a proteína total fosse extraída. A 

quantificação da proteína total foi realizada e quantificada seguindo o método 

modificado de LOWRY et al. (1951). A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro utilizando comprimento de onda de 680 nm. Os valores 

obtidos, expressos em μg/ml, foram calculados com base em curva-padrão 

determinada a partir de albumina bovina. A quantificação de ALP foi realizada 

utilizando kit comercial de acordo com as instruções do fabricante (Labtest 
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Diagnostica, Belo Horizonte, MG, Brasil). A leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro em um comprimento de onda de 590nm e atividade de 

ALP foi calculada a partir da medida do tubo padrão e então expressa em μmol 

de timolftaleína/h/ml. Os dados foram normalizados pelos valores de proteína 

total dos mesmos poços utilizados para o cálculo da atividade de ALP. 

 

4.7 Western Blot 

 

Para detecção de proteínas através da técnica de Western Blot, as 

células, tratadas com mOSM ou mLIF (100 ng/mL), foram inicialmente 

submetidas a um protocolo para obtenção de um lisado celular, como descrito 

no item 4.7.1, e após as amostras terem a quantidade de proteína quantificada, 

foram submetidas a eletroforese em gel (4.7.2). Posteriormente, as proteínas 

foram transferidas do gel para uma membrana (4.7.3). que após ser bloqueada 

(4.7.4) para impedir ligações inespecíficas, foram submetidas ao processo de 

detecção de dois passos (4.7.5) sendo incubadas na presença de anticorpos 

específicos, primários e secundários, para serem posteriormente reveladas 

através da Quimioluminescência (4.7.6). A sequência de eventos para detecção 

pode ser observada na figura 12 abaixo. 

 

Figura 12 – Sequência de etapas da análise por Western Blot 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.7.1 Lisado celular 

 

Os osteoblastos da calvária foram semeados (n = 2 poços por grupo) em 

densidade de 50x10³ células/poço em placas de 12 poços. Após 24 horas, as 

células foram incubadas na ausência ou presença das substâncias teste (mLIF 

ou mOSM; 100 ng/ml) por 15 minutos.  

Para obtenção do lisado celular, as placas foram mantidas em gelo e os 

wells foram lavados pelo menos duas vezes com PBS pH7,4 Gibco,Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Posteriormente, foi adicionado aos poços 

uma solução de tampão de lise (1% Igepal CA-630, 0,1% SDS 2 mM EDTA, 50 

mM de NaF, 0,1 mg/mL de PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil), 10 μg/mL de 

leupeptina, 10μg/mL de pepstatina A, em PBS pH 7,4) e após raspagem 

realizada no fundo do poço com o auxílio de um espalhador de células, o 

conteúdo foi recolhido para seus respectivos tubos e centrifugado. Para 

determinar a quantidade de proteínas em cada lisado, foi utilizado o método BCA 

com albumina bovina como padrão. 

 

4.7.2 Eletroforese em gel 
 

As proteínas da amostra foram separadas, em quantidades equivalentes, 

de acordo com o peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) Bis-Tris a 4–12% (Bolt, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) em tampão 

Bolt MES SDS Running Buffer (1X).  

 

4.7.3 Transferência 

 

Para que as proteínas pudessem ser detectadas pelos anticorpos, foram 

transferidas, atráves da passagem de uma corrente elétrica, do gel para uma 

membrana de nitrocelulose segundo protocolo do iBlot Dry Blotting System (iBlot, 

Thermo Fisher Scientific, MA, USA), através da passagem de uma corrente 

elétrica.  
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4.7.4 Bloqueio 

 

Para impedir que interações não desejáveis e inespecíficas 

acontecessem, a membrana foi submetida a um bloqueio, durante 1 hora, 

utilizando solução de BSA (Bovine Serum Albumin) (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., TX, USA) a 5% em tampão TBST (2,4 g de Tris base, 8,8 g de NaCl; 0,05% 

de Tween 20) pH 7,4. 

 

4.7.5 Detecção 

 

Em um método de dois passos, a membrana foi incubada overnight em 

geladeira (2-8°C) com seus respectivos anticorpos primários e uma série de 3 

lavagens de 10 min em TBST pH 7,4 foi realizada (etapa1). Posteriormente, 

foram submetidas ao segundo período de incubação (etapa 2), dessa vez por 1 

hora em temperatura, com os anticorpos secundários 

 

4.7.6 Quimioluminescência 

 

O substrato ECL Plus Western Blotting  Substrate (Pierce, Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA)  foi então adicionado às membranas após serem lavadas 

com TBST (3 lavagens de 10 min) no final do processo de detecção. Após 3 

minutos, as bandas das proteínas foram reveladas por quimiluminescência no 

ChemiDoc MP+ System (Bio-Rad) atráves do software Image Lab (Bio-Rad, 

Hercules, CA). 

As especificações dos anticorpos, primários e secundários, diluições e 

quantidade de proteínas utilizadas, bem como as bandas reveladas estão 

descritas na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Anticorpos, diluídos em BSA 1%, utilizados na análise por Western Blot 

ANTICORPO FORNECEDOR CAT. DILUIÇÃO 

 

PROTEÍNA 

(GEL) 

BANDA 

Rabbit IgG Santa Cruz sc-2004 1:5000 - - 

Goat IgG Santa Cruz sc-2768 1:5000 - - 

pSHC (Y427) Abcam 
ab6816

6 1:1000 4 µg 
66/52/46k

Da 

SHC (H-108) Santa Cruz sc-1695 1:100 4 µg 
66/52/46 

kDa 

β-actina (I-19) Santa Cruz sc-1616 1:5000 3 µg 42kDa 

Fonte: Elaboração própria. 

 

4.8 Análise Estatística 

 

Foram consideradas diferenças estatisticamente significativas 

determinadas a partir de análises realizadas com One- Way- ANOVA ou Two-

way ANOVA, seguidas pelo teste post-hoc de Tukey. As análises foram 

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1. e foi considerado 

estatisticamente significante um valor de P < 0,05. As diferenças estatísticas são 

apresentadas como: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0.001. **** p <0.0001. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 mOSM, Mas Não mLIF, Induz a Diferenciação de Osteoblastos Através 
do Aumento da Mineralização In Vitro, Atividade de Fosfatase Alcalina 
e Expressão Gênica de Alpl 

 

O tratamento de osteoblastos da calvária com mOSM (100 ng/mL) 

provoca um aumento significativo (p <0.0001) na formação de nódulos de 

mineralização, mais bem evidenciado com 7 dias (Fig.13 A, B, C), atividade de 

ALP (Fig.13D) e aumenta, de maneira considerável (p <0.0001) a expressão de 

mRNA de Alpl (Fig.13E). Em contraste, o tratamento com mLIF (100 ng/mL) não 

afetou os mesmos parâmetros (Fig.13A, B, C, D, E).  
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Figura 13– O tratamento com mOSM, mas não com mLIF (100 ng/ml) afeta a atividade 
dos osteoblastos de calvária 

. 

 

 

A indução de nódulos de mineralização (A, B, C) e a atividade de ALP (D) é maior 
quando as células são tratadas com mOSM do que com mLIF na mesma 
concentração e período. A expressão de mRNA de Alpl (E) também é afetada, sendo 
significativamente maior quando as células são tratadas com mOSM. Todos os 
valores analisados (C e E) representam a média entre quatro amostras/poços por 
grupo e o Desvio Padrão está representado pelas barras verticais sobre a coluna 
(SD, do inglês Standard deviation). As diferenças entre o Controle e o grupo de 
tratamento são representadas por * e entre os grupos de tratamento (mOSM x mLIF) 
estão representadas por +. Por fim, as diferenças estatísticas foram consideradas 
**** p <0.0001, * p < 0,05, ** p < 0,01 (C) e **** p <0.0001(E) após serem analisadas 
por One-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla Tukey (C, E). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.2 mOSM, Mas Não mLIF, Aumenta os Níveis da Expressão Gênica e Induz 
a Fosforilação de Shc1 

  

Uma vez que mOSM, mas não mLIF, induz a diferenciação de 

osteoblastos e a mineralização in vitro, possíveis diferentes vias de sinalização 

downstream a ligação de mOSM com seu complexo receptor foram consideradas 

como justificativas para esse efeito. Sendo Shc1, uma proteína adaptadora 

recrutada exclusivamente por mOSM em outros cenários biológicos16, 18 sua 

expressão nas células tratadas com ambas as citocinas foi avaliada. Os 

osteoblastos de calvária tratados com mOSM (100 ng/Ml) expressaram mRNA 

de Shc1 em níveis maiores (p <0.0001) do o que observado após o tratamento 

com mLIF (100 ng/Ml) que se manteve ao nível do Controle (Fig.14A). Além 

disso, comprovando a presença final da proteína, o tratamento com mOSM, 

diferente do que observado com mLIF, induziu a fosforilação da proteína Shc1 

(Fig. 15B). 

Figura 14 – Diferente de LIF, O tratamento com OSM induz tanto a expressão de 
RNAm de Shc1 (A) quanto a fosforilação de pSHC (B) (One-Way 
ANOVA / Tukey, onde *** p <0.001) 

 

Fonte: Elaboração própria.  
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5.3 O Silenciamento de Osmr Afeta a Expressão Gênica de Alpl induzida 
por mOSM  
 

Como nossos resultados confirmaram que, mOSM, ao contrário de mLIF, 

possui efeito indutor sobre a formação óssea em modelo de osteoblastos de 

calvária, e que apenas mOSM aumenta os níveis de expressão e induz 

fosforilação de Shc1 nesse modelo, as vias de sinalização downstream a ligação 

de mOSM com seu receptor são fortes candidatas a serem responsáveis por 

esse efeito. Como mOSM é capaz de se ligar, mesmo que com afinidade 

distintas(7), em OSMR ou LIFR, para complementar o complexo receptor 

heterodímerico contendo uma subunidade de gp130, o tipo de complexo receptor 

pelo qual essa citocina sinaliza, pode variar seu efeito no metabolismo ósseo. 

Na reabsorção óssea por exemplo, mOSM aumenta a diferenciação de 

osteoclastos, via aumento da produção de RANKL pelos osteoblastos em uma 

ação mediada por OSMR13, 17, enquanto, pode aumentar também a formação 

óssea via inibição de esclerostina via LIFR ou ainda via OSMR, ao induzir a 

diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos, inibindo a 

adipogênese11. Entretanto, quando se trata do efeito direto dessa citocina sobre 

o osteoblastos maduros de calvária e seus marcadores de formação óssea, o 

complexo receptor pelo qual mOSM sinaliza, não parece estar bem estabelecido.  

 Considera-se que, esse efeito exclusivo sobre a formação óssea de 

maneira direta, seja obtido através da ligação com o receptor específico de OSM, 

o OSMR, o que explicaria a oposição do efeito de mLIF sobre as mesmas 

células. Além disso, a proteína adaptadora Shc1, já foi relatada em outros 

estudos em diferentes células, como uma molécula que é recrutada 

exclusivamente para o receptor OSMR16,18 e visto que nossos dados (Fig. 15) 

demonstraram que, Shc1 está altamente expresso nas células tratadas com 

mOSM, mas não com mLIF, a hipótese de que essa ação ocorra via OSMR é 

fortalecida. 

Para testar essa hipótese, células foram silenciadas para os genes de três 

receptores que podem participar da sinalização de mOSM: IL6st (gene que 

codifica para o receptor gp130); Lifr ou Osmr. Para avaliar o efeito do 

silenciamento desses receptores na expressão gênica de Alpl induzida 
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anteriormente por mOSM, os osteoblastos de calvária foram semeados em 

placas de 96 poços em meio alfa-MEM completo e foram silenciados com siIL6st, 

siOsmr e siLifr para posteriormente serem tratadas com mOSM (100 ng/mL) por 

24 horas. Após esse período, o RNA foi extraído para realização do RTq-PCR 

para o gene Alpl, utilizando Actb como gene constitutivo. 

Os níveis de expressão para cada gene que codificam os receptores 

foram avaliados a fim de confirmar que o silenciamento realmente foi efetivo para 

todos os genes (Fig.15 A-C). Os resultados demonstraram que o silenciamento 

de OSMR e IL6ST, diferente do silenciamento de LIFR inibiu a expressão gênica 

de Alpl anteriormente aumentada por mOSM, demonstrando que, o papel indutor 

de mOSM na formação óssea em osteoblastos de calvária, acontece via ligação 

de OSM com seu complexo receptor tipo II (gp130/OSMR) e que, de fato, que 

Shc1, parece ser recrutado via OSMR16,18. 

Figura 15 – O silenciamento dos receptores  

 

IL6st (gp130) (A), Osmr (B) e Lifr (C) afetam a expressão de Alpl mRNA (D-F). Os níveis 
de expressão de mRNA foram menores quando as células foram silenciadas para Il6st 
(D) e OSMR (F) mas não para LIFR (E). 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.4 O silenciamento de Sch1 Inibe a Diferenciação de Osteoblastos 
Induzida por mOSM 
 

Para determinar se, o aumento induzido por mOSM nos parâmetros 

ligados a formação óssea é dependente do recrutamento de Shc1 via OSMR, 

como foi observado em outros tipo celulares16, 18, a expressão de Shc1 foi 

silenciada em osteoblastos usando siRNA específico para esse gene. As células 

foram silenciadas 1 e 3 dias após semeadura e tratadas na presença ou ausência 

de mOSM (100 ng/mL), começando 24 h após o segundo silenciamento. O 

ensaio de Vermelho de Alizarina e atividade de ALPase foi realizado 7 dias após 

o início do tratamento com mOSM e o silenciamento foi repetido a cada 4 dias. 

A expressão de mRNA de Shc1 foi reduzida (p <0.0001) após o segundo 

silenciamento (Fig. 16A), comprovando a efetividade do silenciamento. As 

análises de ensaio de mineralização in vitro, através da coloração com Vermelho 

de Alizarina, mostraram que o silenciamento de Shc1 resultou em uma 

diminuição da formação dos nódulos de mineralização pelos osteoblastos 

tratados mOSM, antes aumentadas, como pode se observar no grupo Scr (Fig. 

16B, C). O aumento da expressão de mRNA de Alpl, induzida pelo tratamento 

com mOSM, foi inibido (p <0.0001) pelo silenciamento de Shc1 nos osteoblastos 

de calvária (Fig. 16D). 
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Figura 16 - O silenciamento de Shc1 

 

 

(A) afeta a atividade de osteoblastos induzida por mOSM. A formação de nódulos 
mineralizados (B, C), atividade de ALPase (D) e a expressão de mRNA Alpl (E) 
induzida por mOSM diminuíram em células em que Shc1 foi silenciado. Os valores 
representam a média de quatro poços e o desvio padrão (SD) é indicado por barras 
verticais. Foram considerados significativamente diferentes valores ** p < 0,01 (C) e 
**** p <0.0001 (A, C, D, E) entre a resposta induzida por OSM com e sem 
silenciamento analisada por Two-Way ANOVA / Tukey. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
 

5.5 O Silenciamento de Stat3 Inibe a Diferenciação de Osteoblastos 
induzida por mOSM 

 

A mOSM e outras citocinas da família gp130, sinalizam preferencialmente 

através da via JAK/STAT, sendo amplamente relatado a participação da via 

STAT3 na sinalização intracelular dessa citocina, seja atuando como modelador 

tumoral ou ainda no seu papel sobre a regulação do metabolismo ósseo, é 

conhecido que mOSM pode agir indiretamente sobre a formação óssea através 

da inibição da secreção de esclerostina pelos osteócitos em uma ação que 



56 

 

ocorre via LIFR, ativando a via STAT3 em razão de STAT1, em um efeito que 

parece proteger a massa óssea 13.  

Para determinar se Stat3 é a via responsável pelo efeito indutor de 

mOSM, via OSMR, sobre a diferenciação de osteoblastos e mineralização in 

vitro, a expressão de Stat3 foi silenciada em osteoblastos usando siRNA 

específico. As células foram silenciadas 1 e 3 dias após semeadura e tratadas 

na presença ou ausência de mOSM (100 ng/mL), começando 24 h após o 

segundo silenciamento. O ensaios de Vermelho de Alizarina e atividade de 

ALPase foi realizado 7 dias após o início do tratamento com mOSM e o 

silenciamento foi repetido a cada 4 dias.  A expressão de mRNA de Stat3 foi 

reduzida (p <0.0001) após o segundo silenciamento (Fig. 17A), comprovando a 

efetividade do silenciamento. As análises de ensaio de mineralização in vitro, 

através da coloração com Vermelho de Alizarina, demonstraram que o 

silenciamento de Stat3 resultou em uma inibição do aumento da formação dos 

nódulos de mineralização pelos osteoblastos tratados mOSM (Fig. 17B, C). A 

expressão de mRNA de Alpl, também aumentada anteriormente pelo tratamento 

com mOSM, foi reduzida pelo silenciamento de Stat3 (p <0.0001) nos 

osteoblastos de calvária (Fig. 17D). 
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Figura 17 - O silenciamento de Stat3 

 

 

(A) afeta a indução de formação de nódulos de mineralização induzida por mOsm em 
osteoblastos de calvária (B, C). O silenciamento de Stat3 também diminui 
significativamente a expressão de mRNA de Alpl (D) induzida por mOSM. Os valores 
representam a média de quatro poços e o desvio padrão (SD) é indicado por barras 
verticais. Foram considerados significativamente diferentes valores **** p <0.0001 (A, 
D) entre a resposta induzida por OSM com e sem silenciamento analisada por Two-way 
ANOVA, seguido pelo pós teste de Tukey.  
  
Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

OSM e LIF são citocinas pertencente à família gp130, sendo as citocinas 

mais similares tanto estruturalmente quanto funcionalmente dentro desta família. 

Embora LIF e OSM possuam a capacidade de atuar sobre o tecido ósseo, OSM 

parece ser mais potente, tanto na reabsorção óssea17 quanto na formação 

óssea11,70. Isso por ser explicado pelo fato de OSM ter capacidade de sinalizar 

tanto através do complexo OSMR:gp130 quanto do complexo LIFR:gp130, 

enquanto LIF sinaliza apenas através do complexo LIFR:gp1308.  

Como relatado por Walker el al.11 e corroborado por Persson et al.17, 

mOSM promove a reabsorção óssea, de maneira indireta, através do aumento 

de RANKL pelos osteoblastos em uma ação que é mediada por OSMR/gp130. 

Em contraste, Walker também demonstrou que, atuando em um dos seus 

mecanismos para aumentar a formação óssea, OSM é uma potente indutora da 

secreção de esclerostina em uma ação que ocorre via LIFR nos osteócitos e de 

maneira muito mais potente do que mLIF. A capacidade de OSM induzir a 

formação de osteoblastos acontece em diferentes fases da diferenciação. OSM 

está envolvida nas fases iniciais da diferenciação osteoblástica como 

demonstrado pela sua capacidade de estimular um fenótipo osteoblástico tanto 

em células tronco derivadas do tecido adiposo quanto de células tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea11,71. OSM também participa da etapa 

final da diferenciação osteoblástica, induzindo um fenótipo osteolítico72. Como 

observado nos nossos resultados, a indução de formação por mOSM ocorreu de 

maneira muito robusta do que LIF, o que nos levou a investigar por qual receptor 

OSM alcançava esse efeito, já que, embora a maioria dos estudos relatem que 

a ação de mOSM sobre a formação óssea acontece via OSMR/gp130 a ação de 

OSM no osteócito por exemplo, acontece via LIFR. 

Nossos resultados, demonstraram que, assim como o que acontece com 

OSM na reabsorção óssea, em um ação indireta sobre osteoblastos17, o efeito 

de mOSM, distinto de mLIF sobre essas células, acontece via OSMR, como se 

pode confirmar a partir do efeito do silenciamento dos receptores IL6st (gp130), 

Lifr e Osmr nos osteoblastos tratados com OSM. Uma investigação mais 

aprofundada sobre a utilização dos complexos receptores para induzir a 
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diferenciação osteoblástica é necessária, visto que nossos achados estão em 

contraste com os dados reportados por Walker et al.11 que demonstraram que a 

diferenciação osteoblástica induzida por OSM em camundongos acontece pela 

ativação do complexo LIFR:gp130.  

O fato de diferentes complexos receptores ativarem distintas vias 

downstream a ligação de OSM com seu receptor nos levou a investigar qual a 

cascata de sinalização a ligação de OSM/OSMR/gp130 desencadeia nos 

osteoblastos de calvária para induzir a formação óssea. Em 2000, Hermanns et 

al.16 reportaram, usando células de carcinoma hepatocelular, que essa proteína 

adaptadora é recrutada somente por OSM e justamente pelo seu receptor 

específico OSMR. Corroborando com Persson et al.17, nossos dados 

demonstram que o nível de expressão e a fosforilação de Shc1 são aumentados 

em osteoblastos estimulados com OSM, o que sugere também a utilização do 

complexo OSMR:gp130. Interessante ressaltar que a hipótese de que Shc1 é 

recrutada por gp130 não seria possível a já que o tratamento com LIF, que 

apenas pode sinalizar via LIFR/gp130, não aumentou os níveis dessa proteína 

ou sua fosforilação. 

Para comprovar que de fato Shc1 possui um papel crucial sobre a indução 

da formação óssea por OSM, os resultados demonstraram também que o 

silenciamento gênico de Sch1 afeta todos os parâmetros antes aumentados pelo 

tratamento com OSM. Esse dado corrobora com o que foi demostrado por 

Persson et al.17 onde Shc1 se demonstrou essencial para o aumento da 

reabsorção óssea, via aumento de RANKL em osteoblastos. Outros estudos 

envolvendo Shc1, demonstraram que, nos modelos em que essa proteína foi 

recrutada por OSMR, a via de sinalização ativada era STAT318. 

Embora seja conhecido que os membros da família gp130 ativem vias da 

família JAK/STAT para sinalização intracelular, preferencialmente STAT1, 

STAT3 e STAT5, essas citocinas podem ativar também, mesmo que menos 

frequentemente, outras vias intracelulares como as MAPKS. Como 

consequência da ativação de STAT3, OSM aumenta a formação óssea via 

inibição da esclerostina11.O silenciamento de Stat3 demonstrou que a via pela 

qual OSM aumenta marcadores envolvidos na formação óssea acontece a partir 

da ancoragem, dimerização e posterior translocação da proteína STAT3 para o 
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núcleo, já que todos os parâmetros analisados anteriormente foram afetados 

pelo silenciamento. Porém, por ter sido reportado por Walker que esta ativação 

aconteça através do complexo LIFR:gp130, são necessárias análises 

complementares para definir se essa é a via exclusiva pela qual OSM aumenta 

a formação óssea em osteoblastos.  

Por fim, a ordem pela qual essas moléculas estão distribuídas em seus 

eventos, embora não demonstrada experimentalmente nesse trabalho, parece 

corroborar com os dados de Persson et al.17, onde, a níveis proteicos, o 

silenciamento de Stat3, como esperado, resultou em uma menor fosforilação de 

STAT3 induzida por OSM, mas não afetou a fosforilação de Shc1. Por outro lado, 

o silenciamento de Shc1 resultou na diminuição da fosforilação de STAT3 no 

estudo de Persson et al.17, indicando que a ativação de Shc1 acontece 

anteriormente (upstream) a STAT3. Entende-se assim, que, o aumento dos 

parâmetros da formação óssea analisados causado por mOSM, é resultante da 

ativação da via STAT3 inicialmente por meio da ligação de OSM com seu 

receptor OSMR e gp130 (complexo receptor tipo II) e dependente do 

recrutamento de uma proteína adaptadora, Shc1. Sintetizando que OSM parece 

aumentar a formação óssea através do eixo OSMR-Shc1-STAT3.  Esses dados 

corroboram ainda com os achados por Ahn, Sabourin et al.18 que demonstrou 

que a fosforilação de STAT3 parecia ser dependente de Shc1 em células de 

câncer de mama. 

A proteína Shc1 possui três isoformas distintas63. Desta forma, pode ser 

interessante definir qual das três é a envolvida no eixo OSMR-SHC1-STAT3, 

muito embora apenas uma delas, p66kDa se distingue em relação as funções, 

já que é a única que não parece estar envolvida na ativação de Ras, mas sim 

nas vias que convertem sinais oxidativos em apoptose. Análises 

complementares podem auxiliar na resolução dessa questão, salvo a letalidade 

embrionária resultante da deleção de Shc1 em embriões73 outros métodos 

podem ser aplicados para uma descrição ainda mais detalhada dessa que se 

propõe a ser uma nova via descrita para diferenciação de osteoblastos e 

formação óssea. 

Os resultados envolvendo o estabelecimento do eixo OSMR-Shc1-STAT3 

podem revelar o que acreditamos ser uma nova via pela qual o papel anabólico 
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de OSM pode estimular osteoblastos, induzindo a formação óssea. Esses dados 

podem acabar fornecendo novos insights sobre a sinalização e recrutamento de 

Shc1, que podem ser utilizados para o desenvolvimento de moléculas 

moduladoras desse eixo no ambiente ósseo e a instigação da investigação de 

seu papel sobre outras condições clínicas nas quais OSM está envolvida. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos até o momento demonstram que a OSM, uma 

potente citocina com capacidade de indução da formação óssea recruta, após 

sua ligação com o complexo gp130/Osmr a proteína adaptadora Shc1 para 

ativação de vias importantes para formação óssea como STAT3, definindo 

assim, o papel dessa proteína como essencial para a sinalização dessa citocina 

nos osteoblastos e, consequentemente, na indução da formação óssea. 

O silenciamento de Shc1 e Stat3 em células tratadas com mOSM afeta a 

expressão gênica de um dos mais importantes genes envolvidos na formação 

óssea, Alpl, além de influenciar também a indução da formação de nódulos de 

mineralização e da atividade da enzima ALPase, sendo necessários ainda, 

outros ensaios, para que de fato esse caminho seja mais bem descrito. 
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