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RESUMO

Costa CC. Efeito do horménio tireoideano e do seu antagonista NH3 na
diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimais periésticas humanas
portadoras de mutacdo no FGFR2 determinante da Sindrome de Apert [Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2014.

Evidéncias sugerem que ha interacéo entre o horménio tireoideano (HT) e os fatores
de crescimento fibroblasticos (FGF) no desenvolvimento esquelético, entretanto,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que determinam esse
intercambio. A Sindrome de Apert (SA) € uma mutacdo do tipo ganho de funcéo,
caracterizada por aumento da afinidade do FGFR2 por FGFs, e por uma sinalizagao
anormal que segue a interacdo FGF/FGFR2. Consequéncias dessa mutacao
incluem o aumento da osteogénese, levando a craniossinostose grave (fusao
prematura dos 0ssos do cranio) e outras anormalidades esqueléticas. No presente
estudo, investigamos a interacdo do HT com os FGFs, utilizando células
mesenquimais peridsticas humanas da sutura coronal de pacientes com SA
(mutacdo P253R) e de pacientes sem doenca 6ssea (normais). As células foram
tratadas com triiodotironina (T3) e/ou com um antagonista do T3, o NH3, em doses
equimolares (10® M). Em relacéio as células controle (células normais ou mutadas
sem tratamento), o T3, NH3 ou T3+NH3 ndo alteraram 0 crescimento nem a
viabilidade de células normais, mas o T3 aumentou o numero de células com a
mutacdo P253R, enquanto o NH3 bloqueou este efeito do T3. Em ensaios de
diferenciagao celular, no dia 9, vimos que a atividade da fosfatase alcalina (ALP)
estava aumentada nas células P253R em comparag¢do as células normais. Em
células normais, o T3, NH3 e T3+NH3 estimularam a atividade da ALP, mas o
T3+NH3 resultou numa inducdo da ALP menor do que aquela promovida pelo T3
sozinho. Nas células portadoras da mutacao P253R, o T3 e/ou NH3 ndo alterou a
atividade da ALP. Observou-se, também, um aumento na expressao génica do
RUNX2 e do FGFR2 e uma diminuicdo na expressao génica da osteocalcina em
células com a mutacdo P253R. Houve uma maior formacdo de ndédulos de
mineralizacdo nas células mutadas, desde o 6° até o 21° dia de diferenciacdo
osteoblastica. O T3 estimulou a formacdo de nddulos de mineralizagdo (dia 21),
enquanto que o NH3 bloqueou completamente este efeito do T3 nas células
normais. Corroborando esses achados, o T3 induziu a expressdao do mRNA do
RUNX2 nas células normais, enquanto o NH3 bloqueou este efeito. Ja nas células
portadoras da mutacdo P253R, o T3 ndo alterou a formacdo de nddulos de
mineralizacdo, mas o NH3 e o T3+NH3 reduziram a formagdo dos nodulos.
Podemos concluir que as células do periésteo normal e portador da mutacdo P253R
sdo responsivas ao T3 e ao NH3. Nas células normais, o NH3 foi capaz de bloquear
a acdao do T3 e, nas células mutadas, inibiu a diferenciacdo osteoblastica
exacerbada. Por outro lado, o T3 nao foi capaz de alterar a diferenciagéao
osteoblastica nas células mutadas. Esses achados sugerem que o T3 e FGFR2
possam ter vias ou mecanismos de agdo comuns na regulacdo da diferenciagao
osteblastica, e que antagonistas ou agonistas do T3 possam ser utilizados como
ferramentas farmacolégicas no tratamento de doencas relacionadas a ossificacdo
anormal.



Palavras-chave: Sindrome de Apert. Mutacdo P253R. Diferenciacdo osteoblastica.
Hormonio Tireoideano. Antagonista do T3. NH3.



ABSTRACT

Costa CC. Effect of thyroid hormone and its antagonist NH3 in osteoblastic
differentiation of human periosteal mesenchymal cells with mutation in FGFR2 that
cause Apert Syndrome. [Thesis (Doctorate in Morphofunctional Sciences)]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2014.

Evidences suggest that there is an interaction between the thyroid hormone (TH) and
fibroblast growth factors (FGFs) in the skeletal development. However, the
knowledge regarding the molecular mechanisms that determine this relation is poorly
understood. Apert Syndrome (AS) is a gain-of-funcion mutation characterized by
increased osteogenesis, leading to severe craniosynostosis (premature fusion of
skull bones) and other skeletal abnormalities. We investigate the interaction of TH
with FGFR using human periosteal mesenchymal cells of the coronal suture in
patients with AS (P253R mutation) and patients without bone disease (normal). Cells
were treated with triiodothyronine (T3) and/or with a T3 antagonist, NH3, in equimolar
doses (10 M). Compared to control cells (normal or mutated untreated cells), T3 or
T3+NH3 did not affect the growth or viability of normal cells, but T3 increased the
number of mutaded cells, while NH3 blocked this T3 effect. In studies of cell
differentiation, we found that the activity of alkaline phosphatase (ALP) 9 was
increased in P253R cells, compared to normal cells, on day 9. The treatment with T3,
NH3 and T3+NH3 stimulated ALP activity in normal cells, but T3+NH3 resulted in
induction of ALP lower than that promoted by T3 alone. In cells carrying P253R
mutation, T3 and/or NH3 did not affect the activity of ALP. We also observed an
increase in MRNA expression of RUNX2 and FGFR2 and a decrease in mRNA
expression of osteocalcin in cells with P253R mutation. There was a larger formation
of mineralization nodules in mutated cells from 6" through 21% day of osteoblastic
differentiation. Treatment with T3 stimulated the formation of mineralization nodules
(day 21), while NH3 completely blocked this effect of T3 on normal cells. In
agreement with these findings, T3 induced RUNX2 mRNA expression in normal cells,
while NH3 blocked this effect. In respect to the P253R mutated cells, T3 did not alter
the formation of mineralization nodules, but NH3 and T3+NH3 did reduce this
formation. We conclude that both normal and P253R mutated periosteum cells are
responsive to T3 and NH3. In normal cells, NH3 was able to block the action of T3
and, in mutated cells, NH3 inhibit exacerbated osteoblastic differentiation.
Furthermore, T3 was not able to change the osteoblastic differentiation in P253R
mutated cells. These findings suggests that T3 and FGFR2 may have common
signaling pathways and/or mechanisms of action in the regulation of osteoblastic
differentiation, and that T3 antagonists or agonists may be used as pharmacological
tools in the treatment of diseases related to abnormal ossification.

Keywords: Apert Syndrome. P253R Mutation. Osteoblastic differentiation. Thyroid
Hormone. T3 Antagonist. NH3.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. OSS0S € SULUIaS A0 CIANI0. ......uuueeeiiiiiiiieieeeeeeeee e e e e e e 22

Figura 2. Caracteristicas estruturais dos receptores de fatores de crescimento

o] o] o] F= 1S3 i odo IS (R €1l L= ISP 25
Figura 3. Detalhes da sutura de um paciente com Sindrome de Apert..................... 37
Figura 4. Periosteo sendo preparado para cultura primaria...........c.occvveeeeeeeeniiivnennn. 38
Figura 5. Cultura primaria do periOSte0..........cccivviiiiiiiiiiiiiee e 39

Figura 6. Andlise de diferentes concentracdes celulares (5x10% 10x10° 15x10°
células/po¢co) em relacdo ao crescimento celular de células mesenquimais

periosticas humanas portadoras da mutagao S252W............ccovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 46

Figura 7. Andlise de diferentes concentracées celulares (4x10* e 8x10* células/poco)
em relacdo ao crescimento celular de células mesenquimais periésticas humanas

portadoras da MUtACAO S252W.......cccceeiiiiiiieieeeee e 47

Figura 8. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10 M) no crescimento celular

de células mesenquimais peridsticas humanas portadoras da mutacdo

Figura 9. Efeito da concentracédo de soro fetal bovino (0.5%, 1%, 2%, MC ou MST)
no crescimento celular de células mesenquimais periosticas

(0101114 = 11T 50

Figura 10. Crescimento das células mesenquimais periésticas humanas normais e

das células portadoras da mutagao P253R........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 51



Figura 11. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10® M) no crescimento celular

de células mesenquimais periosticas humanas normais e portadoras da mutacao

Figura 12. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10® M) na viabilidade de

células mesenquimais periosticas humanas normais e portadoras da mutacéo

Figura 13. Formacdo de nddulos de mineralizagdo em células mesenquimais

periésticas humanas normais e portadoras da mutacgéo

Figura 14. Comparacdo da expressdo do mRNA do gene RUNX2 entre células
normais e células com a MUtaGa0 P253R......cccoiiiiiiiiiiiiiiiieee e 55

Figura 15. Comparacdo da expressdo do mRNA do gene osteocalcina (BGLAP)

entre células normais e células com a mutag8o P253R..........ccccvveiiiiiiiiiiiieeie e, 55

Figura 16. Comparacdo da expressdo do mRNA do gene FGFR2 entre células

normais e células com a mutacao

Figura 17. Efeito de doses crescentes de T3 ou NH3 (10® M) no periodo de
diferenciacéo osteoblastica de células mesenquimais peridsticas humanas normais e

portadoras da MutaGao P253R..........uuiiiiiiiiiii e e e e e 57

Figura 18. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10® M) na atividade da
fosfatase alcalina em células mesenquimais periésticas humanas normais e

portadoras da MUtaGao P253R........uuuuiiiiiiiiii e 58

Figura 19. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10® M) na formacdo de
nédulos de mineralizagdo em células mesenquimais peridsticas humanas normais e

portadoras da MUtaGa0 P253R........uuuuiiiiiiiiiiii e 60



Figura 20. Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10® M) na expressdo do
MRNA do gene RUNX2 de células mesenquimais peridsticas humanas

001§ 0 01T TR 61



LISTA DE TABELA

Tabela 1. Primers utilizados para PCR Real Time quantitativo



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF-1 2 AF-2 — Activation function 1 e 2

ALP — Fosfatase alcalina (Alkaline Phosphatase)

ANOVA — Anélise de variancia

BGLAP (bone gla protein)

cDNA — DNA complementar (complementar deoxyribonucleic acid)
Col I — Colageno |

DMEM — Dulbecco’s modified Eagles’s medium

DMSO - Dimetilsulfoxido

D1,D2,D3 — Desiodases das iodotironinas do tipo I, 1l e Il

EPM — Erro padrdo da média

FBS — Soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum)

FGF — Fator de crescimento fibroblastico (Fibroblastic Growth Factor)
FGF1-FGFR4 — Receptor do fator de crescimento fibroblastico 1 a 4
FRS2 - lipid-anchored FGFR substrate-2

GAPDH- Glyceraldehyde-3-Phosphate dehydrogenase

GC-1 — Agonista do horménio tireoideano seletivo pelo TR

GH — Hormanio do crescimento (Growth Hormone)

HSPG - Proteoglicanos de heparan sulfato (Heparan Sulfate Proteoglycans)
HT — Hormonio tireoideano

JAK-STAT — Janus Kinase/Signal Transducers and activators of transcription
MAPK - Via da Mitogen-Activated Protein Kinase

MC — Meio de crescimento

MCT8 — Monocarboxylated Transporter 8

MO — Meio de diferenciacdo osteogénica

mRNA — Acido Ribonucléico mensageiro (Messenger ribonucleic acid)
MT — Meio de tratamento

MTr — Meio de transporte

NH3 — Antagonista do hormonio tireoideano

N-CoR — Nuclear Receptor Corepressor



OC - Osteocalcina

OP — Osteopontina

PBS — Phosphate buffered saline

PCR — Reacdo em cadeia da polymerase (Polymerase Chain Reaction)

PI3K/Akt — Fosfatidilinositol 3-kinases (Phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B)
PLCy — Fosfolipase C gama (Phospholipase C-gamma)

RUNX2 — Runt-related transcription factor 2

SA — Sindrome de Apert

SOBRAPAR - Sociedade Brasileira de Pesquisa e Assisténcia para Reabilitacdo
Craniofacial

T3 — 3,5,3'-triiodotironina

T4 — 3,5,3,5-tetraiodotironina ou tiroxina

TR — Receptor do horménio tireoideano (Thyroid Receptor)

TRE — Elemento responsivo do horménio tireoideano (Thyroid hormone responsive
element)

TSH — Hormonio Tireoestimulante (Thyroid stimulating hormone)



SUMARIO

LINTRODUGCAD . ... ettt et e e et e e e ete e e e e e e e e e eae e e e einees 20

1.1 OS 0SS0OS dO Cranio € @S SULUIAS ... ceuie et eeees 21

1.2 Fatores de Crescimento Fibroblasticos (FGFs) e seus Receptores

(FG RS )ttt 24
1.3 A SINArOmME A AP eIt .. e 26
1.4 O Hormaonio Tireoideano (HT) e 0 Esqueleto.......ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnee, 29

1.5 O Uso de Analogos do HT para o Estudo das Ac¢des do HT no

ESQUEIETO ..t 31
1.6 A Interagdo do HT e FGFs no Esqueleto..........ccccvviiiiiiiiiiiis 32
2 OBJIETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ernnaaas 34
3 SIGNIFICANCIA DO ESTUDO......ccuiieiieeiieieeee ettt 35
4 MATERIAL E METODOS ... .ottt ettt 36
2 N 1 10 = = RPN 36
4.2 Estabelecimento das Culturas Celulares.........cccccoooviiiiiiiiiiiiiiiiieneenen. 37

4.3 Avaliacdo do Efeito do T3 e NH3 no Crescimento e Viabilidade

(O T ] == PPPPUURPPPR 39
4.4 Avaliacao do Efeito do T3 e NH3 na Diferenciacdo Osteoblastica..... 41
4.4.1 Curva dose-respostade T3 OUNHS........coooiiiiiiiiiiie e 41
4.4.2 Avaliacédo da Atividade da Fosfatase Alcalina...............cevvveeeeiiiiiinnneennn. 42
4.4.3 Avaliacédo da Formacdo de Nodulos de Mineralizag&o............ccc.vvvveeee.. 42

4.4.4 Avaliacdo da Expressdao de Genes Marcadores da Diferenciacao
(@1 (=Y 0] o] FEXo (T oF= VOT TR 43

4.5 PCRemM TeMPO-REAI.......ccooiiiiiiii e 43

4.6 ANAlISE EStatiStiCa. . een i e, 44



S RESULTADOS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e 46

5.1 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento das Células Mesenquimais
Peridsticas Humanas Portadoras da Mutagdo S252W...........cccceeeeeeenne 46

5.2 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento das Células Mesenquimais

Peridsticas Humanas Portadoras da Mutacdo P253R...........ccccccvvvvvvvnnnnnn. 47

5.3 Crescimento das Células Mesenquimais Periésticas Humanas
Portadoras da Mutacdo P253R e das Células Normais.............cccccvvvvnneee. 50

5.4 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento e Viabilidade das Células
Mesenquimais Periosticas Humanas Portadoras da Mutagdo P253R e

AAS CEIUIAS NOTMAIS et e 51

5.5 Diferenciacdo das Células Mesenquimais Periésticas Humanas

Portadoras da Mutacdo P253R e das Células Normais.............cccccvvvnnnee. 53

5.6 Efeito do T3 e NH3 na Diferenciacdo das Células Mesenquimais
Periésticas Humanas Portadoras da Mutacdo P253R e das Células

AN 0T 0 1= T TSP PPPPPPPPPPPPP 56
5.6.1 Curva dose-respostade T3 0U NHS3........ccoviiiiiiiiiiieeee e 56
5.6.2 Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina............cccccoevvivviieeeennnnee. 57
5.6.3 Avaliacdo da Formacdo de Nodulos de Mineralizag8o............cccceeeeennnn. 59

5.6.4 Avaliacdo da Expressdo de Gene Marcador da Diferenciacao

(@11 0=T0) o] P21 1T o7= U 61
B DISCUSSAD . ..o ettt ettt e et e e e e e e e e e 62
7 CONCLUSAOD ..o e, 73

REFERENCIAS . ... ettt et e et 74




20

1 INTRODUCAO

Uma complexa interacdo de moléculas de sinalizacao e fatores de transcricao
gue direcionam o destino, proliferacao e diferenciacao celular, é necesséria para que
ocorra o desenvolvimento e manutencao dos tecidos e 6rgdos. Mais especificamente
guanto aos elementos esqueléticos, a diferenciacdo de células mesenquimais
multipotentes em osteoblastos e condrocitos € orquestrada por uma rede complexa
de moléculas de sinalizacdo, sendo que, tanto o horménio tireoideano (HT) quanto
os fatores de crescimento fibroblasticos (FGF - fibroblast growth factor) tém papéis
importantes nesse processo.

Evidéncias recentes indicam interacbes complexas entre o HT e FGFs na
angiogénese e na regulacédo da proliferacdo e/ou diferenciacéo celular do sistema
nervoso central, coragéo e esqueleto (Williams et al., 2007). Embora haja evidéncias
convincentes de que ha uma ampla interacdo entre o HT e os FGFs no
desenvolvimento dos tecidos, pouco se sabe a respeito dos mecanismos
moleculares que determinam esse intercambio.

Este trabalho tem como objetivo investigar a interacdo do HT com os FGFs no
crescimento celular e na diferenciagéo osteoblastica, utilizando como modelo células
mesenquimais periosticas humanas portadoras da mutacdo S252W ou P253R no
receptor tipo 2 de FGF (FGFR2). Essas sdo mutacdes do tipo ganho de funcéo e se
caracterizam por aumento da afinidade do FGFR2 pela maior parte dos FGFs, por
uma perda de especificidade pelos FGFs e por uma sinalizagcdo anormal que segue
a interacdo FGF/FGFR2 (Ibrahimi et al., 2004; Wilkie et al., 1995). Essas alteracdes
afetam a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos e condrdcitos, levando a
fusdo prematura dos ossos do cranio (craniossinostose) e outras anormalidades
esqueléticas que caracterizam a Sindrome de Apert.

A investigacdo da interacdo do HT com a via dos FGFs em células portadoras
das mutacBes que levam a Sindrome de Apert podera contribuir para a identificacao
de novos alvos farmacologicos para a manipulacdo da proliferacédo e diferenciacao
celular. Especificamente quanto ao esqueleto, esse conhecimento podera ser
utiizado no tratamento de doencas do desenvolvimento esquelético, como as
craniossinostoses, bem como no tratamento da osteoporose e no reparo de fraturas

osseas.
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1.1 Os Ossos do Cranio e as Suturas

O cranio de mamiferos é uma estrutura complexa que pode ser dividida em
viscero-cranio, ou esqueleto facial, e neuro-cranio, formado pela base do cranio e a
calota craniana (abdbada ou calvaria) (Wilkie, Morriss-Kay, 2001).

Em grande parte do esqueleto facial e na calota craniana, a osteogénese
ocorre por um processo denominado ossificagdo intramembranosa, onde os
osteoblastos diferenciam-se diretamente de condensa¢cfes mesenquimais (Ornitz,
Marie, 2002). Esses 0ssos sdo unidos por meio de suturas cranianas, que Sao
articulacdes fibrosas, dentro das quais a proliferacdo de osteoblastos ao longo das
bordas dos o0ssos impulsiona a sua expansdo, enquanto um mesénquima
interveniente de sutura ndo-ossificante mantém a sua separagdo (Holmes, Basilico,
2012; Morris-Kay, Wilkie, 2005).

As suturas apresentam varias funcbes: (a) determinar o crescimento do
cranio; permitindo o crescimento do encéfalo; (b) articular os ossos do cranio; (c)
servir como um coxim para absorver choques; e (d) permitir a passagem do cranio
através do estreito canal do parto, por um processo combinado da sobreposicao
sutural e deformacédo do osso parietal (Jaslow, 1990; Ornitz, Marie, 2002).

O cranio humano apresenta, aproximadamente, 25 suturas, sendo que, 0S
pares de 0ssos cranianos frontais e parietais sdo separados na linha média pelas
suturas metdpica e sagital, respectivamente; os ossos frontais sdo separados dos
0SsOs parietais pela sutura coronal; os 0ssos parietais sdo separados do 0sso
occipital pela sutura lambdoide e 0s 0ssos parietais sdo separados dos temporais

pela sutura escamosa (Johnson, Wilkie, 2010; Opperman, 2000) (Fig. 1).
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Figura 1: Ossos e suturas do cranio. Vista (A) Superior, (B) Anterior e (C) Lateral do cranio de um

recém-nascido, e Vista (D) superior e (E) Posterior de um cranio de um adulto [Sobotta, 1993].

Os mecanismos moleculares que controlam a formacdo das suturas sao

pouco compreendidos. A substituigdo prematura das suturas por tecido 0sseo,

levando a fusdo entre os 0ssos adjacentes, € denominada craniossinostose. Esta

pode ser acompanhada por outras malformacbes ou ndo ter malformacdes
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associadas, caracterizando condi¢cdes craniossinostoticas sindrémicas ou nao-
sindrémicas, respectivamente.

Enquanto a ossificacdo intramembranosa subperiosteal contribui para o
aumento da espessura dos 0ssos, a forma global da calvaria € determinada pela
extensdo e taxa de formacdo 0ssea que ocorre perpendicularmente nas suturas. As
suturas cranianas sao mais do que articulacbes ligamentares, as quais unem 0s
0ssos da calvaria. Sao, também, os sitios primarios de crescimento 6sseo (Ogle et
al., 2004). Se uma sutura ossifica prematuramente, ocorre distorcdo da forma da
calvaria por causa da combinacdo da falta de crescimento perpendicular da sutura
ossificada e do super-crescimento compensatorio das suturas normais para
acomodar o sistema nervoso em expansdo (Johnson, Wilkie, 2010; Ogle et al.,
2004).

A craniossinostose causa uma desfiguracdo craniana e facial e, sem
correcao, pode resultar numa variedade de problemas que incluem: aumento da
pressdo intracraniana, prejuizo do desenvolvimento do cérebro e intelectual,
cegueira, surdez e retardo mental (Ogle et al., 2004, Warren, Longaker, 2001). A
craniossinostose € uma das anormalidades craniofaciais mais comuns causadas por
sinalizacdo anormal no mesénquima sutural. Ocorrem com uma prevaléncia de
aproximadamente 1 em 2.100-3.000 nascimentos (Eswarakumar et al., 2006; Hehr,
Muenke, 1999) e 20% sédo causadas por mutacdes do tipo ganho de funcdo em
FGFRs.

Ainda ndo é claro quais tecidos e fatores de sinalizacdo s&o responsaveis
pela inducdo da formac&o da sutura. A dura-mater é permissiva para a formacao da
sutura, mas um estimulo indutivo desta é requerido durante a formacéo da sutura
antes desta se tornar capaz de manter a si mesma (Opperman et al., 1993;
Opperman, 2000).

Uma forma efetiva para entender os mecanismos regulatorios que mantém as
suturas e que, portanto, impedem a sua ossificagdo a0 mesmo tempo que permitem
gue elas funcionem como sitios de crescimento 6sseo, é observar os sistemas nos
quais esses mecanismos regulatérios sdo interrompidos. E sabido que mutacées em
varios receptores de fatores de crescimento e fatores de transcricdo estdo

associados a craniossinostose.
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As mutagbes do tipo ganho de fungdo, como as que acontecem nos genes
dos FGFRs resultam em encerramento da sutura associada com uma aceleracao da
diferenciacdo celular tanto das frentes osteogénicas quanto dentro da matriz da
sutura (Iseki et al., 1997; Lemonnier et al., 2000; Opperman, 2000). A manutencéo
da sutura depende da regulacdo de um conjunto de fatores que podem trabalhar

dentro de uma mesma via ou independentemente (Opperman, 2000).

1.2 Fatores de Crescimento Fibroblasticos (FGFs) e seus Receptores
(FGFRS)

Os fatores de crescimento fibroblasticos (FGF — fibroblast growth factor) tém
papel relevante na biologia humana, uma vez que regulam o desenvolvimento
embriol6gico, homeostase e processos regenerativos, incluindo o desenvolvimento
esquelético e a osteogénese poéds-natal (Marie, 2003). Os FGFs controlam a
formacédo Ossea por regular a expressao de varios genes envolvidos na proliferacao,
diferenciacdo e apoptose osteoblastica (Marie, 2003). O desenvolvimento ésseo €
dependente da expressdo de membros da familia dos FGFs expressos localmente
durante a formagdo O6ssea. No embrido, os FGFs sdo os maiores reguladores da
comunicacdo mesénquima-epitélio e € requerido para a organogénese (Jodar et al.,
1998; Mohammadi et al.,, 2005). No adulto, os FGFs continuam a regular a
homeostase dos tecidos além de terem papel na cicatrizacdo de feridas, no reparo
tecidual, no metabolismo do colesterol (Mohammadi et al., 2005; Yu et al., 2000) e
na regulacao do fosfato sérico (Mohammadi et al., 2005; White et al., 2001).

Ja foram identificados 18 FGFs: FGF1 ao FGF10 e FGF16 ao FGF23, os
guais sdo agrupados em 6 subfamilias baseados em diferencas na sequéncia de
homologia e filogenia. Os FGF11-FGF14, que séo fatores homoélogos aos FGFs,
possuem alta identidade de sequéncia com a familia dos FGFs, mas ndo ativam os
receptores FGFRs, e, portanto, ndo sdo considerados membros da familia FGF
(Beenken, Mohammadi, 2009; Olsen et al., 2003). Os FGFs se ligam e ativam 4 tipos
de receptores tirosino kinase (Givol, Yayon, 1992; Ornitz, Itoh, 2001), designados
como receptores de alta afinidade ao FGF (FGFRs). O gene de cada um dos quatro
FGFRs (FGFR1-4) pode sofrer splicing alternativo, dando origem a uma série de

possiveis isoformas de FGFRs, com afinidades variadas pelos varios FGFs.
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A complexidade da sinalizacdo dos FGFRs é ainda maior pelo fato da
interacdo funcional entre FGFs e FGFRs requerer a ligacdo de proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPGs), em um complexo tri-molecular (Liu et al., 1999; Ornitz,
2000, Rapraeger et al., 1991). Os FGFRs consistem de 3 dominios imunoglobulina
extracelular (D1-D3), um dominio transmembrana e um dominio tirosino kinase
citoplasmatico. Uma caracteristica dos FGFRs é a presenca de uma sequéncia
acidica, rica em serina no link entre D1 e D2, chamada de caixa acida. O fragmento
extracelular D2-D3 é necessario e suficiente para a ligacdo e especificidade do
ligante, enquanto acredita-se que o dominio D1 e a caixa acida tenham um papel na
autoinibicdo do receptor (Beenken, Mohammadi, 2009; Wang et al., 1995) (Fig. 2).

Autoinibigdo Sitio de Ligagdo do Ligante
I 1T 1

mm Caixa Acida Sitio de ligagdo HSP mm ||Ib or lllc == Dominio Kinase

Figura 2: Caracteristicas estruturais dos receptores de fatores de crescimento fibroblasticos (FGFRS).
[Adaptado de Beenken, Mohammadi, 2009].

Os FGFRs utilizam trés principais vias de segundos mensageiros: fosfolipase
C-y (PLCy), STATs e MAPK. A resposta mais frequente de sinalizacao intracelular
seguida da ativacdo do FGF é a ativacao da via MAPK. Esta ativacdo é mediada via
FRS2 (lipid-anchored FGFR substrate-2) que constitutivamente liga-se ao FGFR1
mesmo na falta de FGF. Seguindo a ativacao do FGFR (via fosforilag&o por tirosina),
0 FRS2 atua como um ponto de montagem para um complexo multiprotéico que
controla a cascata da MAPK e a via PI3K/Akt (Lee, McCubrey, 2002). Sdo essas
rotas de segundos mensageiros ativadas pelos FGFs que apresentam
oportunidades para a interagdo com as vias de sinalizagao do HT.

Trés FGFRs sao essenciais para o desenvolvimento esquelético (De Luca,
Baron, 1999; Ornitz, Marie, 2002). O FGFR1 é a principal isoforma expressa em

células mesenquimais que originam os membros, e 0 FGFR2 € expresso durante a
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condensacao do mesénquima (Ornitz, Marie, 2002). FGFR1 e FGFR2 sdo expressos
nos 0ssos do cranio em desenvolvimento e regulam a ossificacdo intramembranosa
(De Luca, Baron, 1999; Ornitz, Marie, 2002). O FGFR3 tem expressao predominante
em condradcitos proliferativos e hipertréficos da 1amina epifiseal (Lehmke et al., 1992;
Ornitz, Marie, 2002). O envolvimento da sinalizacdo de FGFs em doencas humanas
€ bem documentado. Uma sinalizacdo desregulada pode contribuir para condi¢cdes
patoldgicas tanto através do ganho quanto da perda de funcéo, seja dos FGFs ou
dos seus receptores — FGFRs (Beenken, Mohammadi, 2009). A gravidade das
sindromes esqueléticas humanas vindas de mutacdes que violam, de alguma forma,
a ligacdo FGF/FGFR é a prova da grande importancia da manutencdo precisa da
especificidade entre FGF/FGFRs (Mohammadi et al., 2005). Mutac6es do FGFR1,
FGFR2 e FGFR3 do tipo ganho de funcdo podem alterar a resposta normal da
sinalizacdo da ativagao do receptor por alterar a ocupacéo do receptor pelos ligantes
e/ou prolongar a duracdo da sinalizacdo do ligante-receptor, causando sindromes
caracterizadas por craniossinostose (Tamburrini et al., 2005; Wilkie, Morris-Kay,
2001), dentre elas a Sindrome de Apert (SA).

1.3 A Sindrome de Apert

A Sindrome de Apert (SA), descrita em 1906, é uma das mais graves
sindromes craniossinostéticas, sendo responsavel por 4,5% de todos 0s casos em
diferentes populacdes (Cohen et al., 1992). E uma doenga congénita, autossémica
dominante, de origem exclusivamente paterna (Wilkie et al., 1995; Goriely et al.,
2003), caracterizada por craniossinostose de alta penetrancia, hipoplasia do terco
médio da face e sindactilia simétrica das maos e pés, tendo ao menos os digitos 2, 3
e 4 envolvidos (Cohen, 1975). Anomalias viscerais também podem estar presentes,
entre as quais incluem as malformacdes cardiovasculares (10% dos casos) e
genitourinarias (9,6%), além de anomalias no sistema respiratério (1,5%) e
gastrointestinal (1,5%) (Cohen, 1975; Cohen et al., 1992).

Wilkie e colaboradores (1995) descobriram duas mutacdes no FGFR2: a
Ser252Trp (S252W) e Pro253Arg (P253R), as quais foram confirmadas por outros
autores para a Sindrome de Apert (Lajeunie et al., 1999; Passos-Bueno et al.,1998;

Tsai et al., 1998). Além dessas mutacdes, outras mais raras no FGFR2 também ja
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foram relatadas (Lajeunie et al., 1999; Passos-Bueno et al.,, 1997; Oldridge et al.,
1999). Sendo que as mutacbes mais frequentes sdo a S252W e P253R,
acometendo, respectivamente, 67% e 32% dos pacientes portadores (lbrahimi et al.,
2001; Oldridge et al., 1995; Wilkie et al., 1995). Essas mutacdes sdo do tipo ganho
de funcéo, e estado relacionadas com alteragdes nas isoformas FGFR2b e FGFR2c.
O FGFR2b selvagem se liga a FGF1, 3, 7, 10 e 22; e 0 FGFR2c selvagem se liga a
FGF1, 2, 4, 6, 9, 17, 18, 20 e 23 (Ornitz et al., 1996; Umemori et al., 2004; Xu et al.,
2002). O FGFR2c com a mutacdo S252W, quando comparado a proteina selvagem
e ao FGFR2b com a mutacdo P253R, apresenta aumento de afinidade pela maior
parte dos FGFs (lbrahimi et al., 2004). Ibrahimi et al. (2004) mostraram que ambas
mutacbes aumentam a afinidade de ligacdo para quase todos FGFs. A mutacdo
S252W, a qual estd associada com craniossinostose mais grave, resulta num maior
aumento de ligacdo do FGFR2c para grande parte dos FGFs, comparada a mutacao
P253R.

Um estudo anterior mostrou que, nas células com a mutacdo P253R, ha um
aumento de afinidade aos FGFs e uma promiscuidade do FGFR2, assim como
ocorre na S252W (lbrahimi et al., 2004). Os modelos animais sdo os mais utilizados
nos estudos funcionais das craniossinostoses. Devido a alta e precoce taxa de
mortalidade, estudos in vitro s&o essenciais para avaliar as anormalidades causadas
pela sindrome. Camundongos portadores da mutacdo P253R apresentaram
anormalidades osteogénicas e condrogénicas, resultando em craniossinostose e
atraso do crescimento de o0ssos longos durante o desenvolvimento. Além do mais,
mostraram que a via Erkl/2 pode ter um papel critico nas deformacdes destes
animais (Yin et al., 2008). Shukla e colaboradores (2007) conseguiram reverter o
fendtipo causado pela mutacdo S252W em camundongos ao inibirem a transcricao
do gene mutante com RNA de interferéncia (RNAI). Eles também foram capazes de
reverter o fenétipo ao tratar os camundongos com um inibidor farmacolégico da via
MEK-ERK (MAPK), o UO126, durante o desenvolvimento embrionario. Poucos
estudos tem investigado os efeitos funcionais em células humanas, as quais
apresentam algumas diferencas do modelo animal. Muta¢des do tipo ganho de
funcdo no FGFR2 em osteoblastos de calvarias humanas induzem alteracdes na
sinalizagdo do FGF e subsequentes mudancas na expressdo do receptor e no

fendtipo osteoblastico (Lemonnier et al., 2000; Lomri et al., 1998), levando a
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aumento da expressdo de genes relacionados a diferenciacdo osteoblastica como
fosfatase alcalina (ALP), colageno | (Coll), osteopontina (OP), osteocalcina (OC),
assim como N-cadherin (Lomri et al., 1998; Marie, 2003). Estudos funcionais com
fibroblastos do periosteo de pacientes portadores da mutagdo S252W mostraram
pela primeira vez que o peridsteo possa estar envolvido na patofisiologia da SA
(Fanganiello et al., 2007). Os fibroblastos com a mutacdo S252W apresentaram um
maior potencial de diferenciagcdo osteogénica e também um perfil de maior
expressdo de genes relacionados com o0 comprometimento osteogénico,
identificando genes relacionados a SA (Fanganiello et al., 2007). Além disso, através
de uma analise por microarray, identificaram que a expressao génica de varios
membros da via de sinalizacdo da MAPK estava alterada nas células portadoras da
mutacdo S252W, o que levanta a hipétese de que esta via possa ter um papel chave
na SA (Fanganiello et al., 2007). Considerando-se esses achados, a investigagao
dessa via torna-se atraente quanto a uma possivel participacdo na interacéo entre o
HT e a via FGF/FGFR na diferenciacdo osteoblastica. Yeh et al. (2011) também
observaram a diferente funcdo adquirida pelos fibroblastos na patologia da SA, visto
gue essas células apresentam um maior comprometimento osteogénico. E ainda,
viram que estas mesmas células aumentam o potencial osteogénico de células-
tronco mesenquimais. Além disso, mostraram também um perfil alterado na
proliferagdo, migracdo e diferenciagao tanto de fibroblastos como de células-tronco
mesenquimais, com modificacdo no perfil da expressdo de varios genes. Este
conjunto de resultados mostra que células do periésteo possam contribuir para a SA,
potencial este anteriormente atribuido a dura mater. Um outro estudo de Yeh et al.
(2013) mostrou que embora parte do fenotipo causado pela mutacdo S252W possa
ser explicado pela hiperativacdo de vias moleculares normais relacionadas a ligacao
FGF/FGFR, como MAPK, PI3K/Akt e JAK-STAT, a ativagdo do receptor mutante
leva também a uma nova circuitaria de sinalizacdo que ativa diferentes redes
génicas regulatorias.

Assim sendo, células mesenquimais periosticas humanas portadoras da
mutagdo S252W e P253R sdo modelos extremamente interessantes para a
avaliacdo de uma possivel interacdo entre o HT e a via FGF/FGFR2 na

diferenciacdo osteoblastica, o que poderd contribuir para o desenvolvimento de
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estratégias terapéuticas que possam atenuar o quadro clinico de pacientes

portadores da SA.

1.4 O Hormonio Tireoideano (HT) e o Esqueleto

O HT exerce varios efeitos no desenvolvimento, crescimento e metabolismo
de diversos tecidos, incluindo o tecido 6sseo. O HT tem papel critico na ossificacao
endocondral e intramembranosa e é essencial para o desenvolvimento esquelético,
crescimento longitudinal e para a manutencdo da massa e metabolismo 0sseos.
Durante o desenvolvimento, a deficiéncia de HT causa atraso na ossificacdo
intramembranosa e endocondral, somando-se a importantes alteragcdes na lamina
epifisial, resultando em reducdo do crescimento e anormalidades esqueléticas
(Allain, McGregor, 1993; Freitas et al., 2005). Por outro lado, a tireotoxicose acelera
a formacao 6ssea levando a ossificacdo prematura da lamina epifisial e das suturas
cranianas, resultando em menor estatura e craniossinostose (Allain, McGregor,
1993; Bassett, Williams 2003; Segni et al., 1999). Em adultos, o HT tem papel
importante no metabolismo 6ésseo e na manutencao da massa 0ssea. Em situacdes
de excesso de HT, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos estad aumentada,
sendo que a ultima predomina, favorecendo a reabsorcdo déssea, balanco negativo
do célcio e perda de massa 6ssea (Mosekilde et al., 1977).

Ha um consenso geral de que as ac¢des do HT sao primariamente resultado
da sua interacdo com o0s seus receptores nucleares (TRs), que se ligam a regides
especificas dos genes alvo, os elementos responsivos do HT (TRES), e modificam a
sua expressdo. Ha quatro isoformas classicas de TRs: o TRB1, TRB2, TRal e TRa2.
Essa ultima isoforma ndo se liga ao T3 e funciona, pelo menos in vitro, como um
antagonista do TRal e TRB1 (Katz, Lazar, 1993). O TRal, TRa2 e TRB1 séo
expressos nos osteoblastos, osteoclastos e condrocitos (Abu et al., 1997; Williams et
al., 1994). A interacdo do HT com os TRs depende do influxo/efluxo celular de HT,
mediados por transportadores de membrana como, por exemplo, o MCTS8
(monocarboxylated transporter 8). Um estudo do nosso grupo mostrou a expressao
desse transportador no tecido 0sseo fetal e pds-natal de camundongos e em células
osteoblasto-like derivadas da calvaria de camundongos, o que sugere que possa ser

importante para modular os efeitos do HT na diferenciacédo osteoblastica (Capelo et
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al., 2009). A interacdo HT/TRs é um sistema peculiar, pois 0 TR permanece ligado
ao TRE da regido promotora dos genes tanto com a falta quanto com a presenca de
ligantes. O TR nao ligado recruta co-repressores e reprime a transcricdo génica,
engquanto que um TR ligado recruta co-ativadores e ativa a transcricdo génica (Yen
et al., 2006). A interacdo HT/TR também depende da ativagéo/inativacdo celular de
HT por acdo de enzimas celulares, as desiodases das iodotironinas do tipo I, Il e
(D1, D2 e D3). Considerando-se as a¢cdes genémicas do HT, a tiroxina (T4), principal
produto secretorio da tiredide, basicamente funciona como um pré-horménio e é
convertido a forma ativa, a triiodotironina (T3), por acdo da D1 e D2. Por outro lado,
a D3 inativa T4 e T3, convertendo-os a reverso T3 e T2, respectivamente. Essas
conversdes ocorrem na propria tiredide e, principalmente, nos tecidos alvo do HT
(Engler, Burger, 1984). Capelo et al. (2008) demonstraram que a D2 apresenta
atividade em todo o esqueleto de camundongos adultos, o que sugere que essa
enzima seja importante para a fisiologia 60ssea. Mostraram, ainda, que as trés
desiodases sao expressas no esqueleto de fetos de camundongos e no esqueleto
de camundongos jovens, o que chama a atencdo para a importancia dessas
enzimas no desenvolvimento esquelético pré- e pés-natal (Capelo et al., 2008).

Vale ser dito que estudos recentes mostram que o HT também atua através
de mecanismos ndo-gendmicos (Bassett et al., 2003; Kavok et al., 2001), sendo que
0s sitios dessas ac¢des tém sido localizados na membrana plasmética, no citoplasma
e em organelas celulares (Bassett et al., 2003; Kavok et al., 2001). As a¢des nao-
gendmicas do HT tém sido associadas com a regulacdo de canais de ions,
fosforilagdo oxidativa e transcricdo génica mitocondrial. Além disso, tém-se
demonstrado que envolvem a geracdo de segundos mensageiros intracelulares e a
ativacdo de cascatas de sinalizacdo como, por exemplo, a cascata da mitogen-
activated protein kinase (MAPK) (Bassett et al., 2003; Losel, Wehling, 2003). O
mecanismo de acdo ndo-genémico do HT demonstra potencial para interacdo com
outras vias-chave de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento esquelético, como,
por exemplo, a via dos FGFs.

Embora a importancia do HT para o esqueleto seja clara, 0s seus
mecanismos de acdo no esqueleto sao pouco conhecidos. Sabe-se que o HT pode
afetar o esqueleto indiretamente através de outros horménios como, por exemplo, 0

hormoénio do crescimento (GH) e o hormdnio tireoestimulante (TSH) (Chassande et
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al., 1997; Katz, Lazar, 1993). Entretanto, uma série de estudos mostra que o HT
também tem acles diretas no esqueleto. Estudos do nosso grupo mostraram acdes
diretas do HT em células osteoblasticas de ratos e camundongos (Beber et al., 2009;
Gouveia et al., 2011). Ha alguns anos, vimos que o HT estimula a expressao de
osteocalcina, um gene relacionado a formacdo Ossea em linhagem celular
osteoblasto-like (Gouveia et al., 2001). Além do mais, estudos tém demonstrado que
o HT inibe a proliferacdo e estimula a diferenciacdo osteoblastica (Abu et al., 1997;
Milne et al., 1998; Robson et al., 2000). Recentemente, mostramos que 0 T3 e um
analogo desse horménio seletivo pelo TRB, o GC-1, inibem a proliferacdo e
estimulam a diferenciac@o osteoblastica de maneira similar, o que sugere que o TR

medeia acdes diretas do T3 nos osteoblastos (Beber et al., 2009).

1.5. O Uso de Anélogos do HT para o Estudo das Acdes do HT no Esqueleto

Analogos do HT vem sendo desenvolvidos, incluindo aqueles do grupo do Dr.
Thomas S. Scanlan, da Oregon Health and Science University, Portland, Oregon,
USA. Alguns desses analogos apresentam seletividade pelo TRa ou TR e vém
sendo utilizados como importantes ferramentas farmacoldgicas para a investigacao
do papel dos TRs em varios sistemas (Baxter et al., 2004; Grover et al., 2004;
Manzano et al., 2003; Trost et al., 2000; Villicev et al., 2007). O nosso grupo tem
mantido importante colaboracdo com o grupo do Dr. Scanlan na investigacdo do
papel do TRB no tecido ésseo e em células osteoblasticas, utilizando o analogo
seletivo pelo TRB, o GC-1, como ferramenta farmacologica, o que, por sua vez, tem
gerado resultados bastante interessantes (Beber et al., 2009; Freitas et al., 2003,
2005). O grupo do Dr. Scanlan também desenvolveu o NH3, um antagonista do HT,
gue inibe a ligacdo do T3 ao TR, além de inibir o recrutamento de co-fatores que
ativam a transcricdo génica induzida pela interacdo T3/TR/TRE (Arnold et al., 2005;
Grover et al., 2007; Nguyen et al., 2005). Estudos funcionais mostraram que o NH3 é
capaz de antagonizar acdes conhecidas do T3, como, por exemplo, acdes no
metabolismo dos lipideos e no coracéo (Grover et al., 2007).

No presente estudo, o NH3 seré utilizado na investigacdo de interagdes entre
o0 HT e a via do FGF. Considerando-se que ndo ha evidéncias de que o NH3 atue

através de via ndo gendmica, a utilizagdo deste antagonista podera contribuir para a
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discriminagdo de acfes genbmicas do T3 na via do FGF. Mais importante ainda,
nossos achados poderdo contribuir para o desenvolvimento de estratégias
farmacologicas para o tratamento de doencas do desenvolvimento esquelético

relacionadas a alteracdo da sinalizacao do HT e FGF.
1.6. A interacdo do HT e FGFs no Esqueleto

Estudos recentes mostram interacdo do HT com a via de sinalizagéo
FGFs/FGFRs em osteoblastos, condrécitos e na lamina epifiseal, o que sugere
importantes intercambios entre esses dois sistemas no desenvolvimento do
esqueleto (Bassett et al., 2006; Stevens et al., 2003). Barnard et al. (2005)
mostraram que o FGFR3 é um gene responsivo ao T3 nas células condrogénicas
ATDCS. Além disso, nessas células, o T3 aumentou a ativacdo da MAPK pelo FGF2
e FGF18, mas inibiu a ativacdo por FGF do STAT-1. H& evidéncias, ainda, de que o
HT possa regular a acdo do FGF no esqueleto através de acdes na matriz
extracelular. Basset et al. (2006) estudaram a expresséo de HSPG em
camundongos Pax8”, que s&o congenitamente hipotireoideos pela falta de um fator
de transcri¢cdo essencial para o desenvolvimento das células foliculares tireoideanas
(responsaveis pela sintese de HT) e em camundongos que nao expressam nenhum
TR (camundongos TRaO’OlTRB"’). A andlise da lamina epifiseal desses animais, que
apresenta atraso na ossificagdo endocondral, demonstrou que a expressao e
distribuicdo dos HSPGs séo reguladas pelo HT. Além disso, foi demonstrado que o
T3 inibe a expressdo da Gpc6 (a proteina central do HSPG), Extl (enzima da
sintese do HSPG) e Hs6st2 (enzima modificadora do HSPG) (Bassett et al., 2006).
Assim sendo, o HT regula a organizacéo espacial, expressao e estrutura dos HSPGs
na matriz da lamina epifiseal durante a condrogénese. Esses dados sugerem que o
TH regula o desenvolvimento esquelético atuando através de um importante
componente da via de sinalizacdo do FGFR3, um regulador chave da diferenciacéo
dos condrécitos durante a ossificacdo endocondral e do crescimento longitudinal
0sseo.

Em células osteoblasticas e em culturas primarias de células osteoblasticas
da calvaria de ratos e camundongos, Stevens et al. (2003) mostraram que o T3

estimula a expressdo de FGFR1. Além disso, mostraram que o T3 aumenta a
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ativacdo do FGFR1 estimulado pelo FGF2 através de um mecanismo que envolve

MAPK. Ainda, a analise de camundongos com knockout do TRa (TRa®°

) revelou
reducdo da expressdo esquelética de FGFR1. Mostrou-se, ainda, incapacidade do
T3 de estimular a expresséo do RNAm do FGFR1 ou de aumentar a atividade da
MAPK induzida pelo FGF em osteoblastos provenientes de camundongos TRa°
(Stevens et al.,, 2003), o que demonstra que o T3 aumenta a ativagcdo da MAPK
dependente da interacdo FGF2-FGFR1 em osteoblastos via mecanismos gendmicos
gue requerem TRa. Além disso, foi demonstrado que a expressao 6ssea de FGFR1,
mas ndo de FGFR2, se correlaciona com o status tireoideano. Esses achados
demonstram que acdes do T3 no desenvolvimento esquelético dependem da
sinalizacdo do FGFR1. Por outro lado, levantam a hipétese de que outros FGFRs,
incluindo o FGFR2 e FGFR3, possam mediar as a¢des do T3 no esqueleto.

Em conjunto, esses estudos sugerem fortemente que ha interacées entre a
via de sinalizacdo FGF/FGFR e o HT no desenvolvimento e metabolismo 0sseos.
Considerando-se o exposto, algumas questbes podem ser levantadas: (i) Sera que,
nas células com a mutagdo S252W ou P253R, o HT e 0 seu antagonista NH3 séo
capazes de alterar o crescimento celular? (ii) Sera que, nessas células, o HT e o seu
antagonista NH3 sdo capazes de, respectivamente, ativar ainda mais ou inibir a
diferenciacao osteoblastica? (iii) Sera que, nessas células, ha interacdo entre o HT e

a via dos FGFs na regulacéo do crescimento e diferenciacdo osteoblastica?
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é o de avaliar a interacdo do HT com a via
FGF/FGFR no desenvolvimento 6sseo através da analise do efeito do T3 e do seu
antagonista NH3 na diferenciac@o osteoblastica de células mesenquimais periésticas
humanas portadoras da mutacdo S252W e P253R no FGFR2.

Utilizando-se células mesenquimais peridsticas humanas derivadas de
pacientes portadores da Sindrome de Apert e de pacientes sem evidéncia de
doenca 0ssea (normais), 0s objetivos especificos deste estudo séo o de estudar:

1. O efeito do T3 e NH3 no ciclo de crescimento e viabilidade celular,
2. O efeito do T3 e NH3 na diferenciacdo osteoblastica, através da avaliacao da
formacdo de nodulos de mineralizacdo e da expressdo de genes marcadores da

diferenciacdo osteoblastica.
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3 SIGNIFICANCIA DO ESTUDO

A identificacdo de novos fatores/moléculas que interajam com a via
FGF/FGFR na diferenciacdo osteoblastica podera contribuir para o desenvolvimento
de estratégias farmacoldgicas que possam desacelerar o processo de ossificacdo
em funcéo de mutacbes do tipo ganho de funcdo do FGFR2, incluindo as mutacdes
S252W e P253R. Pacientes portadores da SA, por exemplo, sdo submetidos a
diversas cirurgias no cranio desde o nascimento até atingirem a idade adulta, para
permitir o crescimento do encéfalo. As técnicas cirlrgicas trazem muitos beneficios,
mas como todo procedimento invasivo, consistem de procedimentos complexos, de
alto custo e risco de intercorréncias aos pacientes. O desenvolvimento de
tratamentos paliativos que possam contribuir para a diminuicdo das cirurgias ou
entdo, garantir um melhor progndstico aos pacientes, € de grande valia. A regulacao
do crescimento celular e diferenciacdo osteogénica oferece grandes possibilidades
nesse sentido. Assim, verificar se o HT favorece a ativacdo osteogénica sobre
células portadoras da mutacdo P253R e analisar se a utilizacdo de um antagonista
(NH3) dos TRs pode impedir esta ativagdo podera contribuir para o desenvolvimento

de novos tratamentos para a craniossinostose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Células mesenquimais foram obtidas a partir do periosteo adjacente a sutura
coronal de pacientes portadores da SA e de pacientes que ndo apresentam
evidéncia de doenca 6ssea, os quais foram chamados de “normais” neste trabalho
(Fig. 3). O peridsteo dos pacientes portadores da SA e dos normais foi
cuidadosamente dissecado durante cirurgia corretiva e durante cirurgia para
remocdo de tumores cerebrais, respectivamente. Esse material biolégico é
normalmente descartado durante as cirurgias citadas, sendo, portanto, colhido sem
nenhum transtorno aos pacientes. A obtencdo desse material ocorre através de
colaboracéo do grupo da Profa. Passos-Bueno, com Dr. Cassio E. R. do Amaral, do
Hospital SOBRAPAR (Sociedade Brasileira de Pesquisa e Assisténcia para
Reabilitacdo Craniofacial) de Campinas; Dr. Sérgio Cavalheiro, do Departamento de
Neurologia da Escola Paulista de Medicina; Dr. Nivaldo Alonso, do Departamento de
Cirurgia Plastica da Faculdade de Medicina da USP; e Dr. Renato Freitas do Centro
de Atendimento Integral ao Fissurado de Curitiba, PR. Todo o procedimento ocorre
com o consentimento dos pacientes ou dos seus responsaveis legais e tem
aprovacdo do Comité de Etica dos respectivos grupos colaboradores. Para o0s
experimentos, utilizamos culturas de 1 paciente com SA e 1 normal, sendo que 0s

mesmos foram realizados em triplicatas.
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Figura 3: Detalhes da sutura de um paciente com Sindrome de Apert. (A) Tomografia
Computadorizada evidenciando a fusdo da sutura coronal (setas), deformidade do cranio, fontanela
abaulada e proeminente sugerindo hipertensdo craniana. (B) Imagens da sutura coronal fundida
(setas). (C) Imagens do periésteo sendo retirado, na regido da sutura (setas). Imagens gentilmente
cedidas pelo Dr. Cassio E. Raposo do Amaral - SOBRAPAR — Campinas.

4.2 Estabelecimento das Culturas Celulares

Apds a extracdo das células mesenquimais, as amostras de periosteo foram
lavadas varias vezes com soro fisioldgico acrescido de 4% de antibidtico [penicilina
(20.000 U/mL) e estreptomicina (10.000 ug/mL), ambos da Gibco], a temperatura
ambiente, e armazenadas em meio de transporte (MTr) contendo Ham’s F12, 12%
FBS (Soro Fetal Bovino), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) por até
24 horas, a 4 °C. Os fragmentos foram, entdo, lavados trés vezes com soro
fisiolégico acrescido de 4% de antibiético, transferidos para uma placa de Petri de
100 mm contendo MTr, cortados em fragmentos de 1-3 mm (Fig. 4), transferidos
para um tubo contendo uma solucéo de tripsina-EDTA (0,25% de tripsina, EDTA 1
mM) e incubados por 30-40 min a 37 °C. Foram adicionados 2 volumes e meio de
MTr para inativar a tripsina, e o tubo foi centrifugado por 5 min a 1500 rpm.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os fragmentos transferidos para
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placas de 6 ou 12 pocos (1 ou 2 fragmentos por pog¢o), contendo meio de
crescimento [MC = DMEM F-12, 15% FBS e 2 mmollL de
glutamina/penicilina/estreptomicina (todos da Gibco, Invitrogen Corp.], trocado a
cada dois dias, em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Quando as células atingiram uma
confluéncia de aproximadamente 80% (a cada 5 - 10 dias), foram lavadas em PBS e
dissociadas em solucéo de tripsina-EDTA e replaqueadas em garrafas de cultura de
25 cm? (Fig. 5) Este procedimento foi repetido por trés a quatro vezes e, a cada
passagem, as células foram congeladas. Para o congelamento, as células foram
ressuspendidas em meio contendo 90% de soro fetal bovino, e 10% de
dimetilsulféxido (DMSO — LGC); em uma concentracdo de 5,0 x 10° células/mL. Nos

experimentos, foram utilizadas células da passagem 5 a 8.

Figura 4: Periésteo sendo preparado para cultura primaria. (A) Tecido sendo lavado em PBS.
Observar como no primeiro pogo (seta vermelha) o PBS fica bem turvo. Ja no terceiro poco o PBS
esta bem translicido (seta amarela), mostrando que o tecido esta limpo. (B) Tecido deve ser
minuciosamente cortado para ser colocado em cultura (seta azul), o que garante uma melhor adesao
do tecido e consequente expanséo das células.



39

Figura 5: Cultura priméaria do periésteo. (A) Células saindo do tecido apds 7 dias em cultura. (B)
Maior aumento, observa-se o alongamento das células para o contato célula-célula (setas azuis). (C)
Células bastante confluentes ap6s 13 dias em cultura. Asterisco amarelo: Pequeno pedaco de
periésteo colocado em cultura.

4.3 Avaliagéo do Efeito do T3 e NH3 no Crescimento e Viabilidade Celulares

Inicialmente foi feito um experimento para avaliar o efeito da densidade
celular. Para tanto, as células com a mutacdo S252W foram plagueadas em
densidades de 5x10° 10x10° e 15x10° células/poco em placas de 12 pocos
(Corning, NY, USA) em meio de crescimento (MC) por 11 dias, e contadas nos dias
1, 2, 4, 7, 9 e 11. Todas as contagens foram realizadas em hemocitdmetro
(Improved Neubauer, Arienfeld, Germany) ap0s tripsinizacdo como previamente
descrito (Beber et al., 2009). Em seguida foi feito um experimento plaqueando as
células com a mutagéio S252W nas densidades de 4x10* e 8x10” células/poco em
placas de 12 pogos (Corning, NY, USA) em MC por 12 dias, sendo as células
contadas nos dias 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12. O experimento seguinte foi para analisar o
efeito do T3 e/ou NH3 no crescimento celular. Células com a mutacdo P253R foram
plaqueadas na densidade de 8x10* células/poco em placas de 12 pocos em MC.
ApOs 72 horas, o MC foi retirado, a placa lavada com PBS e, entéo, adicionado meio
de carenciamento, cuja composicao foi igual a do meio de crescimento, mas com
adicao de soro tratado com carvéo ativado (MST) (o qual remove material ndo polar,
isto é, certos fatores de crescimento, horménios — inclusive hormdnio tireoideano —
citocinas, independente de seu peso molecular) para que o horménio proprio do soro

nao interferisse no tratamento. Apdés 24 horas, o meio de carenciamento foi
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substituido por meio de tratamento (MT), que contém a mesma composi¢cdo do MC
com adicdo dos hormoénios. Este é considerado o dia O (zero) do estudo. Neste dia,
foi contado o numero de células em 3 pocos. Nos demais poc¢os, 0 meio de cultura
foi trocado por meio contendo 10® M de T3 (placa T3), 10 M de NH3 (placa NH3),
ambos os tratamentos (placa T3+NH3) ou nenhum tratamento (placa Controle).
Foram realizadas contagens do namero de células por poco nos dias 2 (ap6s 48
horas de tratamento), 4 e 6, sendo contados 3 pocos por tratamento. O meio de
cultura foi trocado a cada 24 horas apoés o inicio do tratamento hormonal, em fungéo
da meia vida do T3.

O experimento seguinte foi feito para determinar uma quantidade de soro
suficiente para a manutencédo das células em substituicdo ao MST, definindo 4x10*
células/poco a densidade padrdo para os experimentos seguintes. Células normais
foram plaqueadas na densidade de 4x10* células/poco em placas de 12 pocos em
MC. Apds 24 horas o MC foi retirado, a placa lavada com PBS e, entéo, adicionado
meio de carenciamento, cuja composicdo foi igual a do meio de crescimento mas
com soro em concentracdes de 0,5%, 1%, 2%, MC e MST (contendo 15% de soro).
As contagens do numero de células por poco foram feitas nos dias 1, 2 e 3.

Definida a quantidade de célula a ser plaqueada (4x10* células/poco) e a
guantidade de soro a ser utilizada (2%) avaliamos o efeito do T3 e NH3 no
crescimento das células periésticas humanas portadoras da mutacdo P253R e de
células normais. As células foram plaqueadas e apds 24 horas foram lavadas com
PBS e colocadas em meio carenciado (2%). Ap6s mais 24 horas o0 meio de
carenciamento foi substituido por meio de tratamento (MT), que contém a mesma
composicdo do meio carenciado com adicdo dos horménios. Este é considerado o
dia O (zero) do estudo. Neste dia, foi contado o numero de células em 3 pocgos. Nos
demais pocos, o meio de cultura foi trocado por meio contendo 10® M de T3 (placa
T3), 10® M de NH3 (placa NH3), ambos os tratamentos (placa T3+NH3) ou nenhum
tratamento (placa Controle). Foram realizadas contagens do namero de células por
poco no dia 1 (apds 24 horas de tratamento) e dia 4, sendo contados 3 pocgos por
tratamento. O meio de cultura foi trocado a cada 24 horas apods o inicio do
tratamento hormonal, em fungdo da meia vida do T3. Todas as contagens foram
realizadas em hemocitometro (Improved Neubauer, Arienfeld, Germany) apos

tripsinizacdo como previamente descrito (Beber et al., 2009). Nesses mesmos dias,
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a viabilidade celular foi determinada utilizando-se todas as células de cada poco, ou
seja, as células aderidas a placa e as células em suspensdo no meio de cultura,
utilizando-se Azul de Tripan a 0.4% (Gibco-BRL), na diluicdo 1:2, também como

descrito previamente (Beber et al., 2009).

4.4 Avaliacao do Efeito do T3 e NH3 na Diferenciacdo Osteoblastica

4.4.1. Curva dose-resposta de T3 ou NH3:

As células foram plaqueadas, em triplicatas para cada grupo, numa densidade
de 4x10* células/poco, em placas de 12 pocos. Apds 24 horas do plagqueamento, as
células foram carenciadas com meio contendo soro 2% e, apos 24 horas, foram
passadas para meio de diferenciagdo osteogénica (MO) [Meio suplementado com 2
% de FBS, 107 M de dexametasona (Sigma), 50 uM de acido ascorbico 2-fosfato
(Sigma) e 10 mM de B-glicerolfosfato (Sigma)] contendo T3 ou NH3 ou ndo contendo
nenhum tratamento (controle). As concentracdes do tratamento com T3 ou NH3
foram nas doses de 107 M, 10° M e 10™"° M, sendo o meio trocado todos os dias.
Com o intuito de detectar nédulos de mineralizagdo, que é uma medida da
diferenciacdo osteoblastica, no nono dia as células foram submetidas em MO a
coloragéo com vermelho de alizarina e quantificadas.

As células foram lavadas com PBS, fixadas com etanol 70% a temperatura
ambiente por 30 minutos, lavadas 3x com agua Milli Q e deixadas numa solucdo de
vermelho de alizarina 0,2% [0,2 g de Vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich) em 100
mL de PBS] por 30 minutos. Em seguida, lavou-se 3x com PBS, o excesso foi
retirado e deixou-se a amostra secar. Para a andlise quantitativa, as células foram
incubadas com 20% de metanol + 10% de Acido Acético (diluidos no PBS) por 15
minutos e, em seguida, determinou-se a densidade Optica do sobrenadante
utilizando o leitor de ELISA (Mod. MultSkan FC - Thermo Scientific) com filtro de 450

nm.
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4.4.2 Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina:

As células foram plaqueadas, em triplicatas para cada grupo, numa densidade
de 4x10* células/poco, em placas de 12 pocos. Apds 24 horas do plaqueamento, as
células foram carenciadas com meio contendo soro 2% e, apos 24 horas, foram
passadas para meio de diferenciacdo osteogénica contendo T3 (10® M) e/ou NH3
(10® M) ou ndo contendo nenhum tratamento (controle). As células foram mantidas
neste meio até o fim do experimento. A avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina
foi feita no dia 9 de diferenciagédo. Tubos foram nomeados para cada poc¢o de células
e preparados com 500 pL de NaOH 1 M. As células foram lavadas com PBS e,
posteriormente, adicionou-se 500 pL de solucdo substrato previamente preparada [5
mg de Substrato Fosfatase + 5 mL de Tampao do substrato (1,88 g de glicina +
0,1017 g de MgCl, dissolvidos em 500 mL de &gua. pH 10,5 ajustado com NaOH 1
M)]. Incubou-se as células por 15 minutos com essa solucdo substrato e, em
seguida, transferiu-se a solucdo de cada poco para o tubo correspondente,
previamente preparado. A fosfatase alcalina produzida nas células cliva o ion fosfato
do substrato (p-nitrofenil fosfato). O produto desta reagdo, o p-nitrofenol, pode ser
medido colorimetricamente por adicdo de uma solucéo alcalina. Foi feita uma curva
padrao utilizando-se P-nitrofenol [100 yL de P-nitrophenol Standard Solution (Sigma)
diluidos em 9,90 mL de 0,02 M de NaOH] em concentracfes de 9, 18, 36, 54, 72 e
90 nmol/mL). A quantidade de p-nitrofenol liberada do substrato foi determinada,
entdo, comparando com a curva padrdo gerada. A quantificacdo do sobrenadante foi
feita utilizando o leitor de ELISA (Mod. MultSkan FC - Thermo Scientific) com filtro de
405 nm.

4.4.3 Avaliacdo da Formacédo de Nédulos de Mineralizacdo

As células foram plaqueadas em triplicatas em uma densidade de 4x10*
células/poco em placas de 12 pocos em MC. ApoGs 24 horas, foram transferidas para
meio de carenciamento e, apds 24 horas, transferidas para MO. Em seguida, as
células foram tratadas com 10® M de T3 e/ou NH3, ou ndo receberam nenhum
tratamento (Controle). As células permaneceram em MO por 21 dias, sendo que

este meio foi trocado a cada 24 horas. Com o intuito de detectar nédulos de
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mineralizagdo, que é uma medida da diferenciacdo osteoblastica, as células foram
submetidas nos 3°, 6° 9° 14° e 21° dias em MO a coloracdo com vermelho de

alizarina e quantificadas, como descrito previamente na secéo 4.4.1.

4.4.4 Avaliacido da Expressdo de Genes Marcadores da Diferenciacdo

Osteoblastica

Todo o procedimento de plagueamento e tratamento das células foi o mesmo
descrito na secdo 4.4.3. Entretanto, para a extracdo do RNA as células foram
plaqueadas numa densidade de 10° células/poco em placas de 6 pocos, em
duplicata. No dia 9 e 21, as células foram coletadas e processadas para a extracao
de RNA total para posterior estudo da expressdo génica do fator de transcricao
determinante da diferenciacao osteoblastica (RUNX2), BGLAP (osteocalcina) ou do

Receptor de Fator de Crescimento Fibroblastico tipo 2 (FGFR2).

4.5 PCR em Tempo-Real

O RNA total foi extraido das células utilizando o reagente TRizol (Gibco,
BRL), de acordo com as instrugcbes do fabricante, e quantificado por
espectrofotometria. A integridade do RNA foi observada através de gel de agarose a
1%. 1 ug de RNA total foi transcrito reversamente a cDNA utilizando oligo(dT) e a
enzima transcriptase reversa (ReverAid-H-Minus M-MuLV Reverse Transcriptase,
Fermentas, Hanover, MD, USA) em uma reagao de 20 uL de volume, seguindo o
seguinte protocolo: 10 minutos a 70 °C, transcricdo reversa a 42 °C por 60 minutos,
e inativagdo por calor da transcriptase reversa a 95 °C por 10 minutos no
termociclador MJ Research PTC-200 (Peltier Thermal Cycle, GMI, Minnesota, USA).
Os primers especificos para os genes de interesse foram desenhados através do
software Primer Express Version 1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
(Tab. 1), a partir das sequéncias publicadas dos respectivos genes, e sintetizados
pela Applied Biosystems do Brasil com purificacdo por HPLC (high-performance

liquid chromatography).
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Gene Primer Foward Primer Reverse

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATG

BGLAP TTTCAGGAGGCCTATCGGCGCT ACATCCATAGGGCTGGGAGGTCA

RUNX2 ATTACAGACCCCAGGCAGGCAC AAGACAGCGGGGTGGTAGAGTG

FGFR2 CGCTCTGAGCCTTCGCAACTCG CTGCCCTCGGATTTGGGGAACG

Tabela 1: Primers utilizados para PCR Real Time quantitativo.

Apés padronizacdo da quantidade de cDNA e da concentracdo dos primers,
os valores relativos a amplificacdo do mRNA referente a cada gene foram avaliados
através da mensuracdo da fluorescéncia, quantificada pelo sistema de deteccado de
sequéncias Real-Time PCR ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). As reacdes foram realizadas em um volume total de 25 pL utilizando-se
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). O cDNA foi amplificado em
duplicata nas seguintes condi¢cfes: 1 ciclo a 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10
minutos, seguidos por 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A
guantificacao relativa da expressdo génica foi expressa como inducdo em vezes e
determinada pelo método AACt como previamente descrito por Livak (1997). Os
produtos do PCR em tempo real foram analisados em gel de agarose a 2.2% para
confirmar a especificidade dos primers. Para corrigir diferencas decorrentes da
eficiéncia da transcricdo reversa e da qualidade do RNA total, os niveis de mRNA
dos genes de interesse foram normalizados pelos niveis de mMRNA do GAPDH na

mesma amostra.

4.6 Analise Estatistica

A significancia estatistica da diferenca entre os valores médios dos grupos
para qualquer parametro foi testada pela analise de variancia (ANOVA) ou pelo
teste-t (Student t-test). ANOVA é sempre seguida pelo teste de comparacdo maltipla
Student-Newman-Keuls, para detectar quais grupos sao significativamente
diferentes entre si. Para todos os testes, foi admitido o limite de 5% para rejeicdo da

hipétese de nulidade. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
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média (EPM). Para a realizacdo dos testes estatisticos e para a construcdo de

gréficos foi utilizado o software Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento das Células Mesenquimais Peridsticas

Humanas Portadoras da Mutagdo S252W

Inicialmente foi feito um experimento plagueando células com a mutacéo
S252W nas densidades de 5x10° 10x10% e 15x10° células/poco. Observamos que o
crescimento celular foi muito lento em todas as trés densidades testadas, sendo uma
fase “lag” muito longa, permitindo o crescimento exponencial (fase “log”) somente
apés 7 dias de tratamento. Notou-se, ainda, que as células cresceram
insuficientemente em todas as densidades, especialmente aquelas plagueadas a

uma densidade de 5x10° células/poco.

2.5x104 -
2.0x10%
1.5x104 <
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NUmero de células
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Figura 6: Analise de diferentes concentra¢des celulares (5x10% 10x10° e 15x10° células/pogo) em
relacdo ao crescimento celular de células mesenquimais peridsticas humanas portadoras da mutacao
S252W. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. a — 5x10° vs 10x10° e 15x10° (p<0.05);
b — 5x10° vs 10x10° p<0.05 e 5x10° vs 15x10° p<0.01; ¢ — 5x10° vs 10x10° e 10x10° vs 15x10°
p<0.01 para ambos, e 5x10° vs 15x10° p<0.001; d — 5x10° vs 15x10°% p<0.05. A significancia
estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-Newmans-Keuls.

Visto que a fase lag muito longa (Fig. 6) ndo permite uma boa avaliagdo do
crescimento celular, podendo até mesmo levar a senescéncia celular, alteramos o

namero de células a serem plaqueadas, nos baseando em experimentos anteriores
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realizados em nosso laboratério utilizando células MC3T3-E1 de camundongos e
células ROS17/2.8 de ratos (Beber et al., 2009). As células com a mutacdo S252W
foram, entdo, plaqueadas nas densidades de 4x10* e 8x10* células/poco.
Observamos que as células plaqueadas na densidade de 4x10* e de 8x10*
células/pocgo, apresentaram um crescimento similar (Fig. 7). Diferentemente do que
foi visto no experimento anterior com menor densidade de células, as células
apresentaram um periodo platd a partir do sexto dia, depois de passar pela fase

exponencial (Fig. 7).
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Figura 7: Analise de diferentes concentracGes celulares (4x104 e 8x10* células/pogo) em relagdo ao
crescimento celular de células mesenquimais periésticas humanas portadoras da mutacdo S252W.

5.2 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento das Células Mesenquimais Periésticas

Humanas Portadoras da Mutacédo P253R

Devido a escassez de células de pacientes portadores da mutacdo S252W,
no banco de células do laboratério, alteramos os estudos para as células com a
mutacdo P253R. Neste experimento, as células foram plaqueadas numa densidade
de 8x10* células/poco; apds 72 horas, as células foram passadas para o meio
carenciado, isto €, com soro tratado com carvao ativado (MST) e, apés 24 horas, foi

dado o inicio ao tratamento hormonal, o qual foi mantido por 6 dias.
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Houve uma diminuicdo do crescimento celular apés 24 horas em MST (Fig.
8). No segundo dia de tratamento, o tratamento com T3 foi capaz de frear esta
diminuicdo, mantendo uma densidade celular significativamente mais alta em
relacdo ao controle (2 vezes mais, p<0.01). E digno de nota que o NH3 bloqueou
essa acao do T3. Entretanto, o NH3 sozinho também foi capaz de frear a diminuicao
do crescimento celular, mantendo um namero de células 1.7 vezes maior do que as
células controle (p<0.05) e 1.5 vezes maior do que as células T3+NH3 (p<0.05). E
interessante observar que a partir do terceiro dia em meio contendo soro tratado
com carvdo ativado (dia 2), as células controle comecaram a apresentar um
crescimento exponencial que perdurou até o final do estudo (dia 6), enquanto as
células tratadas com T3 apresentaram reducdo do crescimento celular entre os dias
4 e 6 de tratamento. Novamente, o NH3 bloqueou esta ac¢édo inibitéria do T3, uma
vez que as células tratadas com T3+NH3 também apresentaram crescimento

exponencial entre os dias 2 e 6 de tratamento (Fig. 8).
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Figura 8: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10'8M) no crescimento celular de células
mesenquimais peridsticas humanas portadoras da mutacdo P253R. Todos os valores sdo expressos
como média £ EPM. a — T3 vs Cont, p<0.01 e NH3 vs Cont, p<0.05; b — T3+NH3 vs T3, p<0.01 e
T3+NH3 vs NH3, p<0.05; ¢ — T3 vs NH3 e T3 vs T3+NH3, p<0.01 para ambos; d — T3+NH3 vs Cont e
T3+NH3 vs T3, p<0.05 para ambos. Dia -1 Carenciamento Dia 0 Inicio do tratamento com T3 e/ou
NH3. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-Newmans-
Keuls.
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No experimento anterior, apesar de observarmos uma diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos, observamos também que houve uma grande
diminuicdo do namero de células apos estas serem colocadas em MST. Para tanto,
resolvemos avaliar a curva de crescimento das células em meios com diferentes
concentracdes de soro nao tratado com carvao ativado (0.5%, 1%, 2% e 15%) e com
15% de soro tratado com carvdo ativado (MST). Além disso, como as células
apresentaram um crescimento parecido nas densidades de 4x10* células/poco e
8x10* células/poco, decidimos utilizar 4x10* células/poco nos experimentos
seguintes, visto que € uma quantidade suficiente para a realizagdo dos
experimentos. As células foram, entdo, plaqueadas numa densidade de 4x10*
células/poco e contadas nos dias 1, 2 e 3 ap0os carenciamento (Fig. 9). Observamos,
também, que o carenciamento e tratamento das células poderiam ser iniciados 24 hs
e 48 hs ap0s o plagueamento, respectivamente. Dessa forma, teriamos condicao de
avaliar o efeito do hormonio tireoideano e NH3 no inicio do crescimento celular
exponencial.

Como podemos observar, as células mantidas em meio contendo 2% de soro
tiveram um crescimento semelhante ao das células mantidas em meio contendo 15
% de soro (MC). No dia 1 de tratamento, as células mantidas em MST estavam
significativamente em menor nimero do que as células mantidas com os outros
meios. Os pocos contendo meio com 0.5%, 1%, 2% e 15% de soro estavam com um
namero significativamente maior de células do que aqueles com MST, sendo esta
diferenca de 57,4%; 52,3%; 74,2% e 71,6%, respectivamente (p<0.01 para todos).
No dia 2, os pocos com meio contendo 2% de soro apresentaram um crescimento
celular maior do que aqueles com meio contendo 0,5% de soro (51,4%, p<0.05) e
MST (44,96%, p<0.05) (Fig. 9).
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Figura 9: Efeito da concentracdo de soro fetal bovino (0.5%, 1%, 2%, MC ou MST) no crescimento
celular de células mesenquimais periésticas humanas normais. Todos o0s valores sédo expressos como
média = EPM. a — MST vs todos, p<0.01; b — 2% vs 0.5% e 2% vs MST, p<0.05 para ambos. Dia 0 =
Carenciamento MC= Meio Completo (soro 15%); MST= Meio com soro tratado com carvdo ativado
(soro 15%). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-
Newmans-Keuls.

Visto que um meio contendo 2% de soro é considerado meio de carenciamento,
esta porcentagem de soro foi estipulada para os experimentos para avaliacdo dos

efeitos do T3 e/ou NH3 no crescimento e diferenciacdo celular.

5.3 Crescimento das Células Mesenquimais Periosticas Humanas Portadoras

da Mutacdo P253R e das Células Normais

A analise do crescimento celular mostra que a célula com a mutacao P253R
cresce significativamente mais do que a célula normal. No dia -2, foi feito o
plagueamento e, apos 24 horas, o carenciamento (dia -1). Nos dias 0, 1 e 4, as
células com a mutacdo P253R cresceram 2, 1,4 e 1,7 vezes mais do que as células

normais, respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10: Crescimento das células mesenquimais periésticas humanas normais e das células
portadoras da mutacdo P253R. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. x p<0.05, xx
p<0.01 vs normal. Dia -1 Carenciamento. A significAncia estatistica foi determinada por Teste-T néo
pareado.

5.4 Efeito do T3 e NH3 no Crescimento e Viabilidade das Células Mesenquimais

Periosticas Humanas Portadoras da Mutacdo P253R e das Células Normais

O tratamento de células normais com T3 e/ou NH3 n&o alterou o crescimento
celular, mantendo o numero de células igual ao das células controle (sem
tratamento) (Fig. 11A).

De forma bastante interessante, e diferentemente do que ocorreu nas células
normais (Fig. 11A), observamos que o T3 induziu uma elevacdo no numero das
células portadoras da mutacdo P253R durante todo o periodo de tratamento, sendo
gue, no dia 4, o numero de células era 25% maior do que o das células sem
tratamento (p<0.05) (Fig. 11B). A associagdo do NH3 com o T3 impediu a elevagao
significativa do numero de células induzida pelo T3, enquanto que o NH3 sozinho

praticamente nao alterou o crescimento celular (Fig. 11B).
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Figura 11: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (lO'SM) no crescimento celular de células
mesenquimais periésticas humanas (A) normais (sem doenca 0ssea) e (B) portadoras da mutacéo
P253R. Dia -1 Carenciamento; Dia O Inicio do tratamento com T3 e/ou NH3; Cont = controle (células
ndo tratadas). Todos os valores sdo expressos como média + EPM x — T3 vs Cont, p<0.05. A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-Newmans-Keuls.

Observamos, também, que a viabilidade das células ndo foi alterada por
nenhum tratamento durante todo o periodo experimental, tanto nas células normais

(Fig. 12A), quanto nas células com a mutacdo P253R (Fig. 12B).
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Figura 12: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (lO'SM) na viabilidade de células mesenquimais
periésticas humanas (A) normais (sem doenca 0ssea) e (B) portadoras da mutacdo P253R. Cont =
controle (células nado tratadas). Todos os valores sdo expressos como media + EPM.

Os resultados desses experimentos mostram que, diferentemente das células
normais (Fig. 11A), as células mutadas respondem positivamente ao T3 quanto ao
crescimento celular (Fig. 11B). Além disso, observamos que tanto o T3 quanto o

NH3 nédo alteram a viabilidade das células normais e mutadas (Fig. 12).

5.5 Diferenciacdo das Células Mesenquimais Periosticas Humanas Portadoras
da Mutacéo P253R e das Células Normais.

Para avaliar o processo de diferenciacdo das células normais e mutadas,
avaliamos a formacdo de ndédulos de mineralizacdo e a expressdo de genes

relacionados a diferenciagdo osteoblastica. A formacao de nédulos de mineralizagéo
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(depositos de célcio) em cultura reflete a presenca de osteoblastos maduros e,
portanto, reflete a diferenciacéo osteoblastica.

Pudemos comprovar que, durante o periodo inicial da diferenciacao
osteoblastica (dia 6), as células com a mutacdo P253R j& apresentam uma maior
guantidade de nédulos de mineralizagdo em relacdo as células normais (1,27x). Nos
dias 9, 14 e 21, a discrepancia de formacéo dos nodulos de mineralizacao entre as
células com a mutacdo P253R e as células normais se torna ainda mais aparente. A
formacdo dos nddulos de mineralizacdo foi, em média, 2,5 vezes maior nas células

portadoras da mutagdo P253R comparadas as células normais (Fig. 13).
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Figura 13: Formacao de nodulos de mineralizacdo em células mesenquimais periésticas humanas
normais (sem doenca Ossea) e portadoras da mutagdo P253R. As células foram mantidas em meio
de diferenciacdo osteoblastica por 21 dias. Os nodulos foram marcados com Vermelho de Alizarina,
solubilizados com acido acético e metanol e o célcio foi determinado por colorimetria nos dias 3; 6; 9;
14 e 21. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001,
todos vs normal. A significAncia estatistica foi determinada por Student-t test.

A expressao génica do RUNX2, um membro da familia runt de fatores de
transcricdo, que além de exercer um papel pivé na regulacdo da diferenciacdo de
precursores osteoblasticos, também tem papel importante na indugdo da atividade
de osteoblastos maduros (Kim et al., 2003; Park., 2001) estava 85 vezes maior
(p<0.001) na célula com a mutacdo P253R comparada com a célula normal (Fig.
14).
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Figura 14: Comparacao da expressao do mRNA do gene RUNX2 entre células normais e células com
a mutacdo P253R. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. *** p<0.001 vs normal. A
significancia estatistica foi determinada por Teste-T néo pareado.

Apesar do aumento do RUNX2, observamos uma resposta diferente da
expressdo do mRNA da osteocalcina. A célula com a mutagdo P253R apresentou

uma expressao da osteocalcina 2,65 vezes menor (p<0.05) do que a célula normal
(Fig. 15).
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Figura 15: Comparagcdo da expressdo do mRNA do gene osteocalcina (BGLAP) entre células
normais e células com a mutacdo P253R. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. *
p<0.05 vs normal. A significancia estatistica foi determinada por Teste-T ndo pareado.
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A andlise do mRNA do FGFR2 mostrou que as células mutadas

apresentavam expressao génica 8 vezes maior (p<0,01) do que as células normais
(Fig. 16).
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Figura 16: Comparacéo da expressdo do mRNA do gene FGFR2 entre células normais e células com
a mutacdo P253R. Todos os valores sdo expressos como média + EPM. ** p<0.01 vs normal. A
significancia estatistica foi determinada por Teste-T ndo pareado.

5.6 Efeito do T3 e NH3 na Diferenciacdo das Células Mesenquimais Peridsticas
Humanas Portadoras da Mutacédo P253R e das Células Normais.

5.6.1 Curva Dose-Resposta de T3 ou NH3

A avaliagdo do efeito de doses crescentes de T3 ou NH3 na diferenciagéo
osteoblastica mostrou que, nas células normais, nove dias de tratamento com T3 ou
NH3 aumentou a formacao dos nddulos de mineralizacdo em relacdo as células sem
tratamento (cont), sendo que ndo houve diferenca entre as doses de T3 ou NH3
administradas (Fig. 17A).

Nas células portadoras da mutagdo P253R, o T3, em nenhuma das doses,
alterou a formacéo de nédulos de mineralizacéo (Fig. 17B), enquanto 107, 10® e 10
1 M de NH3 diminuiram a formacdo dos nédulos e, portanto, a diferenciacéo
osteoblastica em relacdo as células n&o tratadas (cont). A dose de 10™° M de NH3
também reduziu significativamente a formacédo dos nddulos em relagdo as células
tratadas com 107 M e 10® M de T3 (Fig. 17B).
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Figura 17: Efeito de doses crescentes de T3 ou NH3 no periodo de diferenciacdo osteoblastica de
células mesenquimais periésticas humanas (A) normais e (B) portadoras da mutacdo P253R. As
células foram mantidas em meio de diferenciacdo osteoblastica e tratadas com 107, 10® e 10"° M de
T3 ou NH3 por 9 dias. Os nodulos foram marcados com Vermelho de Alizarina, solubilizados com
acido acético e metanol e o célcio foi determinado por colorimetria. Cont = controle (células nédo

tratadas). Todos os valores sdo expressos como média + EPM. * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001 vs
Cont (células ndo tratadas). ® p<0.05 vs 10° M de T3, # p<0.05 vs 10™° M de T3. A significancia
estatistica foi determinada por Student-t test.

5.6.2 Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina:

E sabido que, normalmente, ha um pico de atividade da enzima fosfatase
alcalina (ALP) entre o 9° e 12° dias de diferenciacdo, portanto avaliamos sua
atividade no 9° dia, através da leitura de absorbancia, utilizando-se um leitor de
ELISA (Mod. MultSkan FC - Thermo Scientific) com filtro de 405 nm.

Podemos observar que, bem no comeco do processo de diferenciacéo
osteobléastica das células, o T3, NH3 e a associacdo dos dois provocam um aumento



58

significativo na atividade da ALP comparados as células sem tratamento (3.6x; 3.3x
e 3.2x, respectivamente, p<0.001 para todos), refletindo uma acédo positiva na
diferenciacéo osteoblastica. Além disso, as células tratadas com T3+NH3 mostraram
uma atividade da ALP 10.6% menor do que aquelas tratadas com T3 (p<0.05) (Fig.
18A). Ja nas células com a mutacdo ndo houve uma diferenca significativa entre os
grupos. E importante observar, entretanto, que todos os grupos das células mutadas
apresentaram uma maior atividade da ALP se comparados aos grupos das células
normais (Fig.18B), o que sugere uma diferenciacdo osteoblastica acelerada nas
células portadoras da mutacao.
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Figura 18: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (lO'gM) na atividade da fosfatase alcalina em
células mesenquimais periosticas humanas (A) normais e (B) portadoras da mutacdo P253R. As
células foram mantidas em meio de diferenciagdo osteoblastica por 21 dias. A atividade da ALP foi
determinada no dia 9. Cont = controle (células ndo tratadas). Todos os valores sdo expressos
como média + EPM. xxx - vs Cont, p<0.001; A - vs T3, p<0.05. A significAncia estatistica foi
determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-Newmans-Keuls.
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5.6.3 Avaliacdo da Formacdo de Nédulos de Mineralizacdo

O tratamento com T3 e/ou NH3 alteraram a formacdo dos nddulos de
mineralizagéo, havendo diferencgas significativas entre os grupos tanto das células
normais quanto das células mutadas no 21° dia do estudo de diferenciacéo (Fig. 19A
e B). O T3 aumentou significativamente (2.3x; p<0.05) a formacédo de ndédulos de
mineralizacdo em células normais, o que reflete uma aceleracdo da diferenciacéo
osteoblastica, em relacdo as células ndo tratadas (cont) (Fig. 19A). Observamos,
ainda, em células normais, que o NH3 bloqueou a formacdo dos nodulos de
mineralizagdo induzida pelo hormonio tireoideano (3x vs T3, p<0.05), mantendo os
niveis parecidos aos do grupo controle tanto sendo administrado sozinho, quanto
estando associado ao T3 (Fig. 19A). Surpreendentemente, nas células mutadas,
observamos que o T3 nédo alterou o processo de formacao de nédulos como ocorreu
nas células normais (Fig. 19B). Por outro lado, o NH3 sozinho bloqueou e, até
mesmo, reduziu a formacdo de nddulos nessas células mutadas para niveis
significativamente menores do que aqueles das células que nao receberam
tratamento (43.3% vs Cont, p<0.001). Mais surpreendentemente ainda, foi ver que o
T3 associado ao NH3 néo alterou essa resposta do NH3 (42% vs Cont, p<0.001)
(Fig. 19B).
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Figura 19: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10'8M) na formacdo de nddulos de
mineralizacdo em células mesenquimais periésticas humanas (A) normais e (B) portadoras da
mutacdo P253R. Os nédulos foram marcados com vermelho de alizarina, solubilizados com acido
acético e metanol e o calcio foi determinado por colorimetria no dia 21. Todos os valores sao
expressos como média £ EPM. x vs Cont, p<0.05; xxx vs Cont, p<0.001; A vs T3, p<0.05; AAA vs T3,
p<0.01. A significAncia estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste Student-
Newmans-Keuls.
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5.6.4 Avaliacdo da Expressao de Gene Marcador da Diferenciacdo Osteoblastica

Nas células normais, avaliamos a expressdo do RUNX2 e vimos que, apos 21
dias em meio de diferenciacdo, o T3 induziu um aumento significativo na expressao
do mRNA do RUNX2 (3x vs controle, p<0.05), enquanto que o NH3 bloqueou a acéo
do T3 (Fig. 20).
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Figura 20: Efeito do T3 e/ou de seu antagonista NH3 (10'8M) na expressdo do mRNA do gene
RUNX2 de células mesenquimais periésticas humanas normais. Cont = controle (células nao
tratadas). Todos os valores sdo expressos como média + EPM. x vs Cont, p<0.05; A vs T3, p<0.05;
AA vs T3, p<0.01. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA e seguida pelo Teste
Student-Newmans-Keuls.
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6. DISCUSSAO

Estudos recentes mostram evidéncias de que ha interacdo do HT com a via
de sinalizacdo FGFs/FGFRs em osteoblastos, condrocitos e na lamina de
crescimento epifiseal (Barnard et al.,, 2005; Bassett et al., 2006; Stevens et al.,
2003), o gue sugere importantes intercambios entre esses dois sistemas no
desenvolvimento do esqueleto. A Sindrome de Apert (SA) € uma doencga congénita
autossémica dominante, determinada por mutagdes do tipo ganho de funcéo do
gene do FGFR2, que, nessa condi¢do, apresenta aumento da sua afinidade pela
maior parte dos FGFs. Além disso, ha uma sinalizacdo anormal que segue a
interacdo FGF/FGFR2 (lbrahimi et al., 2001; Ornitz et al., 1996). Observa-se que 0
fenétipo osteoblastico esta alterado nos portadores dessa Sindrome, com um
aumento da expressdo de genes relacionados a diferenciagdo osteoblastica, como
por exemplo, RUNX2, ALP, Coll, osteocalcina (Lian et al., 2004; Miraoui et al.,
2009). Como consequéncia, ocorre a craniossinostose de alta penetrancia, que, por
sua vez, corresponde a 4.5% de todos os casos de craniossinostose em diferentes
populacdes. Em pacientes com craniossinostose, 0 Unico tratamento atual é a
cirurgia corretiva facial e a craniotomia, para permitir o crescimento do cranio e do
enceéfalo.

Visto que as alteracOes osteoblasticas estdo presentes e levam a formacao
desregulada do tecido O6sseo na craniossinostose, essas células sao as mais
estudadas nesta patologia. No entanto, o periésteo, tecido que compde a complexa
estrutura das suturas, também tem sido estudado (Fanganiello et al., 2007; Yeh et
al., 2012). O peridsteo tem sido mostrado como um tecido importante para o reparo
de fraturas, mostrando-se como uma fonte importante de células osteoprogenitoras
(Colnot, 2009). Estudos mostraram que enxertos 0sseos sem 0 peridsteo
apresentam um atraso na recalcificacdo apos defeitos 6sseos em cranios de animais
(Hopper et al., 1999). Castro-Silva (2012) sugere que células derivadas do peridsteo
apresentam um interessante potencial para se diferenciar em osteoblastos maduros
e promover mineralizacao in vitro. Fanganiello et al. (2007) mostraram que células
fibroblastéides do periésteo craniano de pacientes com a mutacdo S252W
apresentaram um perfil de diferenciacdo osteogénica aumentado quando

comparadas ao mesmo tipo de células de individuos normais. Outro estudo
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corrobora os resultados de Fanganiello sobre o potencial osteogénico das células
periésticas fibroblastoides, mostrando que os fibroblastos do periésteo craniano de
pacientes com a mutacdo S252W apresentaram uma proliferacdo e migracao celular
aumentadas, comparadas as células de individuos normais (Yeh et al., 2012). Viram,
ainda, que as células-tronco mesenquimais com a mutagdo S252W mostraram um
efeito negativo na proliferacdo, nenhum efeito na migracdo e um efeito positivo na
diferenciacdo osteogénica e que os fibroblastos estimularam positivamente a
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (Yeh et al.,, 2012). Desta forma, os
resultados do presente estudo que mostram uma diferenciacdo osteoblastica
acelerada em células mesenquimais periosticas derivadas de pacientes portadores
da Sindrome de Apert corroboram estudos anteriores. Somando-se a isso,
mostramos, pela primeira vez, que as células-tronco mesenquimais normais e com a
mutacdo P253R que leva a Sindrome de Apert sdo responsivas ao tratamento com
horménio tireoideano e com o seu antagonista, NH3.

Para avaliarmos uma possivel interacdo do horménio tireoideano no
mecanismo de ossificacdo acelerada causada pela mutagcdo com ganho de funcéo
no FGFR2, estudamos o efeito da administracéo de T3 e/ou de seu antagonista NH3
no crescimento das células mesenquimais periésticas humanas portadoras ou nao
(células normais — derivadas de pacientes sem doenca 0ssea) da mutacdo P253R e
na diferenciacéo dessas células em osteoblastos.

O primeiro passo desse estudo foi estabelecer as condi¢cdes de cultura celular
para o efetivo tratamento hormonal das células portadoras das mutagfes que levam
a Sindrome de Apert. Inicialmente, fizemos um experimento de crescimento celular
com células portadoras da mutacdo S252W, numa densidade celular de 5x10°
10x10° e 15x10° células/poco. Essas densidades ndo foram satisfatérias para a
andlise do crescimento das células. Portanto, aumentamos a densidade de
plaqueamento para 4x10* células/poco e 8x10* células/poco. Nessas duas
densidades, as células apresentaram um crescimento gradativo a partir do segundo
dia até obter um pico no dia 5, seguido, entdo, por uma diminuicdo do crescimento e
posterior platé. Como ndo houve uma diferenca entre as duas densidades testadas,
padronizamos nossos experimentos com plaqueamento de 4x10* cels/poco para os
experimentos seguintes de crescimento, viabilidade e diferenciacdo celular. No

primeiro experimento realizado com o tratamento hormonal observamos que, apesar
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dos interessantes resultados de interferéncia do T3 no crescimento das células e do
blogueio desta acdo do T3 pelo seu antagonista NH3, as células ndo estavam em
boas condicbes experimentais. A importante diminuicdo do numero de células apos
transferi-las para o meio contendo 15% de soro tratado com carvao ativado (MST)
sugere que as células estavam em sofrimento. Além disso, percebemos que
poderiamos carenciar e iniciar o tratamento das células mais precocemente, o que
nos permitiu avalia-las durante a sua fase de crescimento exponencial. Em funcéo
dessas observacgdes, testamos uma alternativa para o MST avaliando a curva de
crescimento das células em meio de crescimento com diferentes concentracdes de
soro (0.5%, 1%, 2% e 15%) em comparacdo com o MST (15%). Como um meio
contendo 2% de soro € considerado meio de carenciamento e como as células se
comportaram bem nessa condi¢édo, esta porcentagem de soro foi selecionada para
0s experimentos onde avaliamos o efeito do T3 e NH3. Além disso, o soro fetal
bovino contido no meio de cultura pode ter um efeito negativo na diferenciacao
devido a interferéncia de fatores de crescimento enddgenos interferindo no processo
celular (Roberts et al., 2011). O objetivo deste carenciamento foi, principalmente, de
manter as células em condi¢cdes 6timas para os estudos e em meio com a menor
guantidade possivel de T3 e T4. As células permaneceram no meio carenciado até o
fim do experimento, tanto de crescimento e viabilidade quanto de diferenciacéao.
Apesar dos experimentos iniciais terem sido feitos em células com a mutagao
S252W, os experimentos seguintes, foram realizados em células com a mutacao
P253R, uma vez que nao havia célula suficiente com a primeira mutacao para todos
0s experimentos deste estudo. Ja foi mostrado que as células com a mutacdo
P253R apresentam aumento de afinidade aos FGFs e uma promiscuidade do
FGFR2, assim como ocorre na S252W (Ibrahimi et al., 2004). Um estudo de Park
(1995), numa andlise comparativa de manifestacdes clinicas de pacientes com a
mutacdo S252W e P253R, mostrou que ndo havia diferenca nas caracteristicas
O0sseas analisadas (incluindo craniossinostose e sindactilia de maos e pés). Por
outro lado, Slaney et al. (1996) mostraram que pacientes com a mutacdo P253R
apresentam um fenétipo de sindactilia de pés e médos mais graves, e pacientes com
a mutacdo S252W apresentam fenda palatina mais grave. Outros estudos mais
recentes mostraram que pacientes com a mutagcdo P253R apresentaram um

fendtipo mental mais grave e corroboram o estudo anterior de que estes pacientes
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apresentam sindactilia mais grave. H4 evidéncias de que pacientes portadores da
mutacdo S252W apresentam craniossinostose mais agressiva (Lajeunie et al., 1999;
von Gernet et al., 2000).

Apés decidirmos a densidade celular para plagueamento, a quantidade de
soro a ser utilizada e a mutacdo a ser estudada, fizemos uma avaliagdo do
crescimento e diferenciacéo das células mesenquimais peridsticas humanas.

Num primeiro momento, avaliamos o crescimento das células normais e com
a mutacdo P253R. Os resultados mostram que as células com a mutacdo P253R
crescem significativamente mais do que as células normais até o 4° dia de cultura.
Esses resultados corroboram os estudos de Ratisoontorn et al. (2003) que
observaram que células O6sseas da calvaria de pintinhos com a mutacdo P253R
também apresentavam aumento da proliferagé@o celular. Fanganiello et al. (2007), no
estudo com fibroblastos do periésteo com a mutagdo S252W, observaram, através
da andlise do perfil de expressédo génica por microarray, que o perfil de expresséo
génica aumentada estavam predominantemente relacionados a proliferacdo celular.
Ja foi visto, também, um aumento na proliferacéo de células osteoblasticas imaturas
(Mansukhani et al., 2000) e de osteoblastos de ossos longos (Yang et al., 2008) de
camundongos com a mutagdo S252W. Outros estudos ndo mostraram alteracao na
proliferacdo celular (Lomri et al., 1998), ou apresentaram diminuicdo da proliferacéo.
Fragale et al. (1999) utlizaram fragmentos 0sseos da calvaria de pacientes
portadores da mutacdo P253R e observaram uma diminuicdo da taxa de proliferacao
celular. Yeh e colaboradores (2012) mostraram que células-tronco mesenquimais do
periésteo da calvaria de pacientes com a mutacdo S252W apresentavam um
crescimento menor do que as células normais. Os efeitos dessas mutacdes em
relacdo a proliferagdo apresentam ainda resultados contraditorios. Isso se deve ao
fato de haver variacdes nas condicfes experimentais, tipo de célula utilizada e
estagio de maturacao da célula.

Para o experimento de avaliacdo do tratamento com T3 e/ou NH3 no
crescimento celular, foi adicionado meio carenciado as células apos 24 horas do
plagueamento. Apds 24 horas em meio de carenciamento, o tratamento hormonal foi
iniciado. Este foi considerado o dia zero de tratamento. As células foram, entéo,
contadas nos dias 0, 1 e 4. Nessas condi¢des, foram realizados experimentos para

avaliarmos o ciclo de crescimento de células normais (provenientes de pacientes
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sem doenga 0ssea) e com a mutacdo P253R. Nas células normais, observamos que
0 T3 e/lou o NH3 ndo alteraram o crescimento das células. Nas células com a
mutacdo P253R, o T3 foi capaz de aumentar em 25% o numero de células em
relacdo as células ndo tratadas no 4° dia de tratamento. A associa¢cdo do NH3 com o
T3 impediu a elevacéo significativa do namero de células induzida pelo T3, enquanto
gue o NH3 sozinho praticamente ndo alterou o crescimento celular. Esses achados
mostraram que as células mutadas séo responsivas ao T3 e que o NH3 é capaz de
limitar as agbes do T3. Interessantemente, trabalhos anteriores mostraram que o T3
inibe a proliferacdo de células osteoblasticas (Beber et al., 2009; Gouveia et al.,
2001; Varga et al., 1997; Williams et al., 1994). Neste trabalho, o T3 nado alterou o
crescimento das células normais, mas o fez em células com a mutacdo P253R.
Sabe-se que o contato célula-célula, que acontece num estado de confluéncia,
determina a diminuigdo da taxa de proliferagdo. Varga et al. (1999) viram que em
células osteoblasto like MC3T3-E1 com 100% de confluéncia, o T3 néo altera o
namero de células. Vimos, entretanto, que, nas células mutadas, o crescimento
continuou em células 100% confluentes e ainda foi estimulado pelo T3.

Além do crescimento celular, avaliamos a diferenciacdo das células
mesenquimais peridsticas humanas em osteoblastos. A diferenciacdo osteogénica
observada durante a ossificacdo intramembranosa envolve os seguintes processos:
(1) proliferagéo celular, (2) migracdo-agregacgéo celular e (3) diferenciagcdo celular
com a expressao dinamica de fatores de transcricdo osteogénicos e fatores de
crescimento (Karner et al., 2009). Os estagios iniciais da diferenciacdo osteogénica
sdo caracterizados, primeiramente, por uma proliferacdo celular, incluindo uma
expressdo aumentada de fosfatase alcalina (ALP), sendo esta essencial para a
diferenciacdo dos osteoblastos e mediacdo da mineralizacdo da matriz Gssea e,
consequentemente, a formacdo do tecido 6sseo (Roberts et al., 2011). Portanto, a
atividade da ALP é um marcador da atividade osteoblastica (Kasono et al., 1988;
Sato et al., 1987). Nos estagios iniciais do processo de diferenciacao celular, vimos
gue as células normais foram responsivas ao T3 e NH3. O T3 e NH3, isoladamente,
aumentaram de forma significativa os niveis de ALP no dia 9 de diferenciagdo. A
acdo positiva no T3 na atividade da ALP ja foi vista em estudos anteriores
reportados na literatura (Kasono et al., 1988; Klaushofer et al., 1995), mostrando a

acao positiva do T3 no processo de diferenciacdo osteoblastica. A associacédo de
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ambos (T3+NH3) levou a um aumento dos niveis de fosfatase alcalina (ALP)
significativamente menor do que aquele induzido pelo T3 sozinho. Ja nas células
com a mutacdo P253R, ndo houve alteracdo nos niveis de atividade da ALP com
nenhum tratamento aplicado. E interessante observar que as células mutadas n&o
tratadas (controles mutadas) apresentaram uma atividade da ALP maior do que as
células normais nao tratadas (controles normais). A atividade aumentada da ALP
nas células tanto com a mutacdo P253R como com a S252W ja foi citada
anteriormente por outros autores (Fragale et al., 1999; Lomri et al., 1998; Yang et al.,
2008; Yeh et al., 2012), sugerindo o0 aumento na maturacao das células precursoras
do tecido com mutacgdes relacionadas a Sindrome de Apert.

Outras evidéncias de uma diferenciacdo osteoblastica acelerada foram
observadas ao longo deste estudo. Qualitativamente, pudemos observar que, no
periodo de 9 dias em meio de diferenciacdo osteoblastica, as células normais ainda
ndo apresentavam alteracdo morfolégica, enquanto que as células mutadas ja
apresentavam uma morfologia cubdide, o que é caracteristico de osteoblastos
(dados n&o mostrados). Além disso, 0 RUNX2, um fator de transcricdo que ativa
genes relacionados com a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos,
como osteocalcina, colageno, osteopontina, apresentou uma expressao génica
aumentada em células com a mutacdo P253R comparadas as células normais. Park
et al. (2001) mostraram a importancia da acdo do RUNX2 durante o processo de
formacao Ossea intramembranosa, sendo sua expressado necessaria para que ocorra
todos os passos da diferenciacdo osteoblastica. Além disso, nossos achados
corroboram outros estudos onde foi visto que as mutacdes S252W e P253R
aumentaram a expressdao de RUNX2 em osteoblastos da calvaria humana de
pacientes com Sindrome de Apert (Tanimoto et al., 2004; Baroni et al., 2005). Além
do aumento da expressdo do RUNX2, observamos uma diminuicdo da expressao
génica da osteocalcina. Lomri e colaboradores (1998) mostraram um aumento na
expressdo do mRNA da osteocalcina em células da calvaria de pacientes com
Sindrome de Apert. Yeh et al. (2011) mostraram uma variagdo dos niveis da
osteocalcina dependendo do estdgio da diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais com a mutagdo S252W. Viram nas semanas 2 e 3 de cultura uma
expressao génica minima da osteocalcina. Além dos resultados de Yeh et al. (2011),

nossos resultados corroboram os resultados de Baroni et al. (2005), que relataram
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uma diminuicdo da expressdo da osteocalcina em células osteoblasticas humanas
provenientes do osso parietal proximo a sutura coronal de pacientes portadores da
mutacdo P253R. E importante salientar que Baroni também encontrou uma
expressdo aumentada de RUNX2 nas células mutadas, mas diferente do que se
esperava, 0s niveis de osteocalcina estavam diminuidos. Essa diferenca foi
explicada por um aumento maior da isoforma P1 do RUNX2 (P1/MASNS), a qual se
expressa quando as células precursoras se comprometem com o fendtipo
osteoblastico e em periodos tardios da diferenciacdo osteoblastica, do que com a
isoforma P2 (P2/MRIPV), a qual é expressa em células precursoras mesenquimais
(Banerjee et al., 2001; Baroni et al., 2005). Esse diferente modelo de transcricdo do
RUNX2 em células Apert poderia levar a uma regulacdo negativa da expresséo do
MRNA da osteocalcina e, consequentemente, ao diferente fenétipo observado em
células Apert (Baroni et al., 2005). A diferenciacdo osteoblastica mais precoce e com
aumento da expressdo de genes relacionados a diferenciacdo osteoblastica em
células mesenquimais C3H10T1/2 derivadas de camundongos, com transfeccao
estavel do FGFR2 com a mutacdo S252W também foi encontrada nos estudos de
Miraoui et al. (2009). Além disso, esses estudos mostraram também que o aumento
da expressao génica do FGFR2 em células osteoblasticas mais maduras — MC3T3-
E1l derivadas da calvéria — indicam que esse receptor pode ativar a diferenciacéo
osteoblastica em diferentes estagios da maturacéo celular (Miraoui et al., 2009). Em
células humanas portadoras da mutacdo no FGFR2, viu-se um aumento no namero
de células precursoras que se comprometem com a via osteogénica e que, por fim,
levam a um aumento da formacdo da matriz 6ssea subperiosteal e a ossificacdo
prematura da calvaria durante o desenvolvimento fetal (Lomri et al., 1998). No
presente estudo, observamos aumento significativo da expressao génica do FGFR2
nas células com a mutacdo P253R comparada com a célula normal. Baroni e
colaboradores (2005) ndo encontraram aumento da expressédo génica do FGFR2,
mas encontraram uma maior expressao proteica desse receptor em osteoblastos do
0sso parietal de humanos portadores da mutacdo P253R. O aumento da expressao
proteica do FGFR2 é inesperado, uma vez que a ativacdo do receptor resulta numa
rapida endocitose e degradacédo do complexo ligante receptor (Schlessinger, 2000).
Nas células mutadas, onde hd um aumento da ligacdo do ligante e maior

tempo de resposta da ativacdo do receptor, a internalizacdo do receptor seria a
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resposta mais esperada. E possivel que, nas células mutadas, possa haver algum
mecanismo defeituoso de internalizacdo do FGFR2 ou anormalidades a nivel pds
transcricional e transcricional.

A formacdo de nddulos de mineralizacdo (depdsitos de célcio) reflete a
presenca de osteoblastos maduros. Assim sendo, a avaliacdo da formacao desses
nédulos nos da uma ideia do estagio de diferenciacdo osteoblastica. Observamos
uma formacao de nddulos de mineralizagcdo mais significativa aos 6, 9, 14 e 21 dias
de cultura em células com a mutacao P253R. Isso mostra que a mutagéo leva a uma
aceleracdo importante da diferenciacdo osteoblastica e/ou a uma maior atividade
dos osteoblastos. A avaliacdo da acdo do T3 e/ou NH3 na formacdo de nddulos de
mineralizacdo mostrou que o T3 induziu de forma importante a formacdo desses
nédulos no dia 21 de cultura em células normais. Isso est4 de acordo com estudos
com osteoblastos de roedores que demonstram que o T3 estimula a diferenciagao
osteoblastica (Beber et al., 2009; Varga et al., 1997; Williams et al., 1994). Por outro
lado, observamos que o antagonista do hormonio tireoideano, o NH3, ndo alterou a
formacao dos nodulos. Interessantemente, observamos que o NH3 bloqueou a acéo
indutora do T3 na diferenciacdo osteoblastica, mantendo os niveis de depdsitos de
célcio parecidos com aqueles das células sem tratamento aos 21 dias. Em adi¢éo a
acao positiva do T3 na formacdo dos ndédulos de mineralizacdo, observamos um
aumento na expressdo do mRNA do RUNX2 causada pelo tratamento com T3,
mostrando uma maior maturagcdo osteoblastica. O NH3, mais uma vez, bloqueou a
acdo do T3. Isso mostra que o NH3 é capaz de exercer uma agdo antagonista nas
células mesenquimais periosticas humanas sem doencas ésseas, de forma similar a
observada em outros sistemas (Grover et al.,, 2007). Esses resultados séo
interessantes devido a acdo positiva do T3 no processo de diferenciacdo
osteoblastica das células mesenquimais e ao efeito bloqueador do NH3 sobre o T3
nessas células osseas.

E digno de nota que, nas células com a mutacio P253R, o T3 néo foi capaz
de induzir aumento dos nédulos de mineralizacdo. E importante lembrar que as
células mutadas ndo tratadas (mutadas controles) jA& apresentam uma maior
formacao dos ndédulos de mineralizagdo quando comparadas as células normais nao
tratadas (normais controles), o que sugere que a mutagdo aumente a diferenciagéo

e/ou atividade osteoblastica, como discutido acima. Assim sendo, nessas células, o
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T3 ndo foi capaz de estimular ainda mais a diferenciacdo e/ou atividade
osteoblastica. Isso sugere que o T3 possa atuar através da mesma via utilizada pelo
FGFR2 para ativar a diferenciacdo osteoblastica. Acreditamos que, como a mutagao
(neste caso, com ganho de fungao) ja esta ativando esta via, 0 T3 ndo promove uma
resposta.

Por outro lado, foi interessante observar que, nas células mutadas, o NH3
sozinho ou associado ao T3 (NH3+T3) bloqueou e até mesmo reduziu a formacéao
dos nédulos de mineralizacdo para niveis significativamente menores do que aquele
das células controle aos 21 dias (células mutadas né&o tratadas). Isto ndo indica uma
atividade de antagonista, mas sim, uma atividade de agonista inverso. Agonista
inverso pode ser definido como aquele ligante que se liga a um receptor como um
agonista, mas induz uma resposta farmacolégica oposta a do agonista (Rang et al.,
2003). Um preé-requisito para uma resposta agonista inversa € que o receptor deve
ter um nivel de atividade constitutiva basal (intrinseca) na falta do ligante, o que é
caracteristico dos TRs, como sera explicado abaixo (Rang et al., 2003).

Sabe-se que os receptores de hormdnio tireoideano (TRs) possuem uma
acao ativadora ou supressora da transcricdo génica independente da ligacdo ao
ligante, o T3 (Horlein et al., 1995). Os TRs nao ligados ao ligante interagem com 0s
seus elementos responsivos (TREsS), nos promotores dos seus genes alvo,
recrutando co-ativadores ou co-repressores da transcricdo génica. Ou seja, como
alguns outros receptores nucleares, os TRs ligam-se aos TREs na auséncia do
ligante (T3), e tém acdes independentes do T3. Em células de mamiferos, a ligacao
de TRs a TREs positivos recruta co-repressores levando a supressao da atividade
basal do promotor (Brent et al., 1989). A ligacdo do T3 ao TR reverte a supressao
através da liberacdo dos co-repressores e recrutamento de co-ativadores, o que
resulta na inducdo da transcricdo génica a niveis que podem ser ainda maiores do
que agueles do estado basal. Por outro lado, a atividade basal de promotores que
contém TREs negativos é estimulada por receptores nédo ligados e a transcricdo é
reprimida apos a ligacdo do T3 (Hollenberg et al., 1995; Tagami e Jameson, 1998).
Ha evidéncias de que a associacdo do T3 ao TR em promotores positivos induz
mudancas conformacionais do receptor que resultam na dissociacdo do complexo
repressor e permite o recrutamento de co-ativadores, sendo que o contrério

aconteceria em promotores negativos. Assim sendo, o hormdnio tireoideano
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basicamente atua no sentido de converter o TR (n&o ligado) de um repressor a um
ativador, ou vice versa, da transcricao génica.

Considerando-se que o NH3 suprimiu o processo de diferenciacao
osteoblastica nas células mutadas aos 21 dias, uma resposta que foi contraria a
resposta do T3 em células normais, podemos pensar nesta hipétese de acédo de
agonista inverso. Essas observacfes sugerem que a interacdo NH3-TR nado sé
impediu a ligagdo T3-TR como também promoveu uma alteracdo conformacional
diferenciada do TR levando, também, a uma associacdo de cofatores (co-
repressores ou co-ativadores) diferenciada nos genes alvo do T3.

Estudos recentes mostram que ha varias razdes para se suspeitar que o NH3
nao atuara sempre com um antagonista puro do T3. Mostrou-se, por exemplo, que o
NH3 pode atuar como um agonista fraco quando administrado em altas doses (Lim
et al., 2002; Grover et al., 2007). Além disso, h& evidéncias de que o NH3 tem ac¢des
complexas nos promotores de genes alvo do T3 em diferentes linhagens celulares.
Um estudo recente de Shah et al. (2008) mostrou que o NH3 bloqueia intera¢des do
TR com co-ativadores e co-repressores e, também, inibe, em transfeccdes, a
atividade do AF-1 e AF-2 (activation function 1 e 2, respectivamente), que sao
superficies de ligacdo para co-ativadores nos TRs. Viu-se, ainda, que enquanto o
NH3 ndo apresenta atividade agonista em genes ativados pelo T3 nas células
hipofisarias GC, ele ativa o spot 14 (S14) nas células do figado HTC, com aumento
da acetilagcdo da histona H4 e recrutamento de co-ativadores no promotor do S14.

Surpreendentemente, viu-se que o T3 promove recrutamento de co-
repressores nesse promotor. Além disso, mostrou-se que os efeitos do NH3 podem
variar. Shah et al. (2008) observaram recrutamento do co-repressor N-Cor (nuclear
receptor corepressor) no promotor do S14 em células GC e liberacao e religacdo de
N-Cor no mesmo promotor em células HTC. Assim sendo, nota-se que as a¢des do
NH3 sao dependentes do tipo celular e do promotor. Esses estudos sugerem, ainda,
gue o NH3 geralmente atua como um antagonista através do bloqueio de AF-1 e AF-
2, mas que efeitos complexos no recrutamento de co-reguladores podem resultar em
efeitos agonistas parciais, que sao independentes do bloqueio da interacdo T3-TR.

Como ja foi comentado, o presente estudo sugere que o NH3 possa atuar
como um agonista inverso nas células-tronco mesenquimais periésticas humanas.

Essa hipotese sO podera ser confirmada através de estudos in vitro, utilizando-se
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transfeccbes transientes, para avaliar os efeitos do NH3 na ativagédo do TR e no
recrutamento de co-reguladores.

Em sumario, os achados deste estudo mostram que as células mesenquimais
periésticas humanas portadoras da mutacdo P253R apresentam diferenciacédo
osteoblastica acelerada e que essas células sédo responsivas ao T3 e ao seu
antagonista NH3. Quanto ao crescimento celular, pudemos observar que o T3 e NH3
ndo tiveram efeito nas células normais; entretanto, nas células mutadas, o T3
estimulou o crescimento, enquanto que o NH3 bloqueou a acdo do T3, mas nao teve
efeito, quando administrado isoladamente. Quanto a diferenciacdo osteoblastica das
células normais, vimos que o T3 estimula esse processo e que o NH3 novamente
blogueia essa acdo do hormdnio tireoideano. Ja nas células mutadas, o T3 néo
estimula a diferenciacdo celular, enquanto o NH3 bloqueia esse processo. Em
conclusao, esses achados sugerem que o aprofundamento e maior entendimento da
via do hormoénio tireoideano em células mesenquimais periosticas humanas pode
contribuir para o desenvolvimento de recursos terapéuticos para o tratamento de
pacientes com a Sindrome de Apert. Essa potencialidade torna-se mais evidente
guando consideramos que o0 hormonio tireoideano estimula a diferenciacdo
osteoblastica e que o0 excesso de horménio tireoideano pode levar a
craniossinostose, enquanto que a sua deficiéncia pode levar a atraso na ossificacao
do esqueleto, incluindo o cranio. Assim sendo, o achado inédito de que o NH3 limita
a diferenciacdo de células mesenquimais periosticas humanas em osteoblastos traz
novas perspectivas para o desenvolvimento de drogas que podem auxiliar no
tratamento de doencas relacionadas a ossificacdo anormal e, até mesmo, minimizar

a necessidade de cirurgias para pacientes com craniossinotoses.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, as células mesenquimais periosticas humanas séao
responsivas ao T3 e ao seu antagonista NH3. O fato do T3 estimular a diferenciacéo
osteoblastica em células normais, mas ndo nas células portadoras da mutacao
P253R, que apresentam diferenciacao osteoblastica exacerbada devido a alteracdes
no FGFR2, sugere que vias de sinalizacdo do T3 e FGF sejam comuns. Essa
hipétese é reforcada pelo fato do NH3 bloquear a diferenciagdo osteoblastica
exacerbada em células portadoras da mutacao P253R. Esses achados sugerem que
antagonistas ou agonistas do T3 tem o potencial de serem utilizados como
ferramentas farmacoldgicas no tratamento de doencas relacionadas a ossificacao

anormal.
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