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RESUMO

Soares, MRP. Papel da AMPKal sobre a osteoclastogénese e reabsorcio 6ssea na
osteoporose experimental. [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2021.

Os osteoclastos sdo as Unicas células que desempenham a fungdo de reabsorcao oOssea.
Esta fun¢do demanda alta carga energética, por isso acredita-se que a proteina AMPK,
um sensor energético expresso em osteoclastos, participa da reconfiguracdo metabolica
que ocorre durante os processos de diferenciacdao e de ativacdo celular. A ativagdo de
AMPK ocorre quando ha um aumento da razao entre AMP/ATP no citoplasma. A AMPK
¢ um complexo proteico heterotrimérico de serina/treonina quinase composta por trés
subunidades a, B e y e, de acordo com suas combinagdes, ddo origem a AMPKal e
AMPKo02, sendo que AMPKal tem maior expressdo do que AMPKoa2 no tecido 6sseo.
Portanto, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar o mecanismo pelo qual a AMPKal estimula
a osteoclastogénese in vitro e a sua participacdo na perda dssea in vivo. Para isso,
utilizamos animais LysM““’AMPKal”, e seus respectivos controles LysM““’para
avaliar como a AMPKal interfere na osteoclastogénese ¢ na atividade de reabsorcao
ossea in vitro. Foi avaliado ainda o efeito da deplecdo de AMPKal em osteoclastos
(Ctsk’ AMPKa1”/) em animais saudaveis e em modelo experimental de osteoporose.
Nossos dados mostraram que a expressao proteica de AMPKal e da sua forma ativa
(pAMPKal) estd aumentada no tempo de 24h e que gradativamente ¢ reduzida nos
tempos de 48 e 72h apos estimulo com RANKL. A deplecdo de AMPKal aumenta a
expressao génica de marcadores de diferenciacdo e fusdo de osteoclastos como Nfatcl,
Itgb3 e Dcstamp. Além disso, as células LysM““’AMPKal// diferenciaram em células
com um maior nimero e tamanho, assim como levou a maior fusao e multinucleacao dos
osteoclastos. A auséncia de AMPKal aumenta ainda a area do anel de actina, o que sugere
uma maior adesdo a matriz extracelular. Como esperado, AMPKal regula negativamente
a reabsorcdo Ossea in vitro, pois a expressao de Ctsk e Mmp9, bem como a taxa de
reabsor¢io Ossea estd aumentada em osteoclastos LysM““’AMPKa1”/. Nossos dados
demonstraram ainda, que AMPKal regula os marcadores de fusdo mitocondrial MnfI e
Mnf2, além de verificar que as células LysM““’AMPKal”/ apresentaram maior area
mitocondrial. Em estudo in vivo, a analise de fémures dos animais Ctsk““’AMPKa 1/
apresentaram piores parametros 0sseos quando comparado com o controle, confirmando
uma perda 0ssea associada com o aumento de células TRAP positivas por histologia. Ainda
foi observado que nos animaisCtsk““’ AMPK a1’/ ovariectomizados a perda 6ssea nio foi
exacerbada comparados como grupo controle SHAM. Nossos dados sugerem que a
deficiéncia seletiva de AMPKal levou a uma maior formagao ¢ atividade dos
osteoclastos, bem como uma maior perda 6ssea in vitro e in vivo. Portanto, nossos dados
evidenciam que a AMPKal seja um regulador negativo da osteoclastogénese, da fusdo
celular e da atividade dos osteoclastos.Além disso, a delecio de AMPKal aumeta a perda
Ossea e o desenvolvimento da osteoporose espontanea.

Palavras-chave: osteoclastogénese, osteoporose, AMPKal, reabsor¢ao dssea.



ABSTRACT

Soares, MRP. Role of AMPKal on osteoclastogenesis and bone resorption in
experimental osteoporosis. [thesis]. Ribeirdo Preto: University of Sdo Paulo. School of
Medicine of Ribeirdo Preto; 2021.

Osteoclasts are the only cells that perform the bone resorption. This function demands
a high energy load, so it is believed that AMPK protein, an energy sensor expressed in
osteoclasts, participates in the metabolic reconfiguration that occurs during the
processes of cell differentiation and activation.The activation of AMPK occurs when
there is an increase in the ratio of AMP/ATP in the cytoplasm. AMPK is a heterotrimeric
serine/threonine kinase protein complex composed of three subunits a, § and y and,
according to their combinations, form AMPKal and AMPKoa2, and AMPKal is highly
expressed than AMPKo2 in bone. Therefore, the aim of this work is to evaluate the
mechanism by which AMPKal stimulates osteoclastogenesis in vitro and its
participation in bone loss in vivo. Therefore, we used LysM““’AMPK a1/ animals, and
their respective LysM““’ controls to evaluate how AMPKol interferes with
osteoclastogenesis and bone resorption activity in vitro. The effect of AMPKal
depletion on osteoclasts (Ctsk””“’ AMPKa1”/) in healthy animals and in an experimental
osteoporosis model was also evaluated. Our data showed that protein expression of
AMPKal and its active form (pAMPK al) reaches its peak in 24 hours, and that it is
gradually reduced at 48 to 72 hour-period after stimulation with RANKL. Depletion of
AMPKual increases gene expression of osteoclast differentiation and fusion markers
such as Nfatcl, Itgh3, Dcstamp. In addition, LysM““’AMPK a1/ osteoclasts showed a
greater number and size, as well as greater fusion and multinucleation process. The
absence of AMPKal further increased the area of the actin ring, suggesting greater
adhesion to the extracellular matrix. As expected, AMPKal negatively regulates bone
resorption in vitro, as the expression of Ctsk and Mmp9 and the rate of bone resorption
is increased in LysM““’AMPKal”/ osteoclasts. Our data further demonstrated, that
AMPKoal regulates mitochondrial fusion markers Mnfl and Mnf2, and that
LysM““’AMPK a1/ osteoclasts showed greater mitochondrial area. As for the in vivo
study, femurs from Ctsk““’AMPKal”/ animals showed lower bone parameters,
confirming a bone loss associated with the increase of TRAP positive cells evaluated in
histology sections. It was also observed that in the Ctsk““*’AMPKa1”/ ovariectomized
animals, the bone loss was not exacerbated compared to the SHAM control group. Our
data suggest that selective AMPKal deficiency led to increased osteoclast formation
and activity, as well as greater bone loss in vitro and in vivo. Therefore, this study show
evideces that AMPKal is a negative regulator of osteoclastogenesis, cell fusion, and
osteoclast activity. In addition, deletion of AMPKal induce bone loss and spontaneous
development of osteoporosis.

Keywords: osteoclastogenesis, osteoporosis, AMPKal, bone resorption.
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Introducdo



1 Introducao

1.1  Os osteoclastos e o remodelamento 0sseo

O metabolismo dsseo ou osteometabolismo ¢ uma area de estudo que compreende
os processos de formacdao e de reabsorcdo Ossea. Além de estudar os principais
mecanismos pelos quais a massa, a estrutura e a qualidade do esqueleto sdo acumuladas
e mantidas ao longo da vida. Essa drea de estudo abrange ainda os mecanismos de
regulagdo do equilibrio do tecido 6sseo.No esqueleto maduro, o tecido dsseo depende do
equilibrio da atividade das células formadoras de osso (osteoblastos) e das células que
reabsorvem o 0sso (osteoclastos) pormeio de hormonios osteotropicos circulantes e de
citocinas produzidas localmente(PEDERSON et al., 2008). Alteragdes nesse equilibrio,
no sentido de favorecer a formacao dos osteoclastos, podem resultar em um aumento da
reabsorcdo Ossea, o qual ¢observada em algumas doencas osteometabdlicas como a
osteoporose, a artrite reumatoide e as doengas periodontais (GUERRINI;
TAKAYANAGI, 2014).

O remodelamento 6sseo € o processo que determina o desenvolvimento e
regeneracdo do esqueleto. O controle molecular rigoroso da remodelagdo dssea ¢ vital
para a manutencdo de uma fisiologia e microarquitetura adequada do osso,
proporcionando a homeostase, também em nivel sistémico. O esqueleto possui uma rica
inervagdo, sendo uma fonte de varios fatores de crescimento, neurotransmissores €
hormonios reguladores da funcdo Ossea importantes para o processo de remodelamento
0sseo. Para realizara remodelacdo 6ssea fisiologica normal, o acoplamento adequado da
formagao e reabsorcao dssea requer comunicacao direta entre as diferentes células osseas.
Células delinhagem osteobléstica (osteoblastos, ostedcitos e células de revestimento 6sseo)
e célulasde reabsorcao 0ssea (osteoclastos), juntamente com suas células precursoras, sao
organizadas em unidades especializadas chamadas unidades multicelulares Osseas
(SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016).

Os osteoblastos e os adipocitos sdo células de origem mesenquimal, que
dependendo do estimulo do microambiente induz a osteoblastogénese ou a adipogénese.
A plasticidade observadas nas células mesenquimais ¢ a base da transdiferenciagdo,
processo que transforma um tipo de célula diretamente em outro tiposem precisar usar
células-tronco. Dependendo do estimulo do microambiente celular, os genes e os fatores
de transcricao das células mesenquimais induzem a formagao de um dos tipos celulares
(HO et al., 2017; SAVOPOULOS et al., 2011). Os osteoblastos sao células formadoras do

0ss0, responsaveis pela producao da parte organica da matriz 6ssea,
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composta por colageno tipo I, glicoproteinas e proteoglicanos. Essas células ainda
concentram fosfato de célcio e participam da mineralizacao da matriz 6ssea (PEDERSON
et al., 2008). Ho e colaboradores (2017) demonstraram que a auséncia de Sirtuina 3 inibe
a osteoblastogénese e aumenta a formacao dos adipocitos da medula éssea. Além disso,
esses autores demonstraram que Sirtuina 3 regula a osteoclastogénese e a perda Ossea
medular, sugerindo que os fatores osteoclastogénicos estimularam a diferenciagdo de
adipdcitos e, por consequéncia, inibiram a formagao de osteoblastos.

Os osteoclastos sao células gigantes multinucleadas de origem hematopoiética de
linhagem mieldide. Os osteoclastos sao as Unicas células responsaveis pela reabsor¢ao da
matriz 6ssea. O processo de formagao de osteoclastos, denominado de osteoclastogénese,
ocorre a partir de mondcitos e/ou macrofagos que inicialmente sdo denominados células
precursoras de osteoclastos ou pre-osteoclastos que, posteriormente, fundem-se e tornam-
se células gigantes multinucleadas (GUERRINI; TAKAYANAGI, 2014; RODAN;
MARTIN, 2000; TAKAYANAGI et al., 2002). A osteoclastogénese compreende todo o
processo de formagdo, fusdo celular e reabsorcdo oOssea dos osteoclastos. A
osteoclastogénese depende essencialmente de duas citocinas: fator estimulador de
coldonias de macrofagos (M-CSF) e o ligante de fator nuclear kappa B (RANKL). O M-
CSF, também conhecido como CSF-1, atua no receptor c-fms (CSF1R/MCSFR) expresso
em monocitos € macréfagos (HATTERSLEY et al., 1991) e regula sua sobrevida e
proliferacdo. A ativagdo do c-fms pode regular ainda a expressdo de um receptor
denominado RANK expresso pelas células monociticas. Assim, a ativagdo do RANK pelo
ligante RANKL promove o recrutamento da molécula adaptadora TRAF-6 (fator 6
associado ao receptor de TNF), a qual leva a ativacdo de varias vias de sinalizagdo
intracelular, incluindo as vias do NF-«kB, c-Fos, fosfolipase C, fatorde transcricdao
associado microftalmia (MITF) e fator nuclear de células T ativadas cl (NFATcl), as
quais sdo importantes para os diferentes estdgios de diferenciacdo dos osteoclastos

(BERTINI et al., 2001).

Dentre os diversos fatores de transcricdo, o NFATcl ¢é considerado o principal
regulador da diferenciagdo dos osteoclastos. Foi demonstrado que animais
condicionalmente deficientes de NFATcl em osteoclastos, desenvolvem osteopetrose
(WINSLOW et al., 2006). Além disso, a expressdo ectdopica de NFATcl em células
monociticas precursoras de osteoclastos induzem a formacdo de osteoclastos
independentemente de RANKL (TAKAYANAGI et al., 2002). Um eixo secundario da
osteoclastogénese, e que atua em cooperacdo com a via RANK-RANKL, ¢ a ativagdo

de fosfolipase Cyl (PLCyl) por sinais coestimulatorios mediados por receptores tirosina
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(ITAM), os quais estdo envolvidos nas oscila¢des de célcio intracelular [Ca®']i (MAO et
al., 2006). [Ca*']li ¢ um dos acontecimentos finais da ativagdo do eixo principal
RANK/RANKL, o qual ativa calcineurina e finalmente NFATcl(KOGA et al.,2004;
MUN et al., 2010; TAKAYANAGI et al., 2002). O mecanismo pelo qual NFATc1atua no
processo de osteoclastogénese envolve a transcri¢gdo de inumeros fatores relacionados
com a diferenciacdo e¢ a fusdo de osteoclastos dentre eles destacam-se o receptor de
calcitonina (CTR), osteoclast-associated receptor (OSCAR), dendritic cell- specific
transmembrane protein (DC-STAMP) e d2 isoform of vacuolar ATPase VO domain
(Atp6v0d2), bem como genes relacionados a ativagdo dos osteoclastos como fosfatase

acida resistente ao tartarato (TRAP) e catepsina K (YAVROPOULOU; YOVOS, 2008).

A fusdo celular ¢ um curto periodo de desenvolvimento celular, no qual
monocitos/macréfagos fundem-se formando células multinucleadas, os osteoclastos. Um
rearranjo ativo do citoesqueleto ocorre durante cada fusdo célula a célula, que envolve a
rede de sinalizacdo do citoesqueleto dependente de actina (KODAMA; KAITO, 2020).
Osteoclastos multinucleados sao formados pela fusdo de precursores mononucleares
RANKH+ ap6s o contato com uma célula que expressa RANKL. Uma célula precursora de
osteoclastos em contato com uma célula apresentadora de RANKL recebera o sinal de
RANKL e iniciard uma cascata de expressdo génica que inclui a producdo das
quimiocinas MCP-1 e RANTES, que sdo sinais quimiotaticos para mondcitos. A fusdo
mediada por quimiocinas aumenta o tamanho do osteoclasto e também transfere o sinal
RANKL para os nucleos adicionais que agora estdo na célula multinucleada. GM-CSF e
RANKL representam dois sinais de diferenciagdo concorrentes: RANKL para
osteoclastos € GM-CSF para células dendriticas. RANKL também induz os receptores
MCP-1 (CCR2 e CCR4), receptores acoplados a proteina G que estimulam as vias de
sinalizagdao PI3K. Assim, a indu¢do de RANKL de MCP-1 configura-se tanto autdcrina,
afetando as vias paracrinas produtoras de osteoclastos MCP-1, quanto paracrinas,
afetando células destinadas a se fundir com o osteoclasto estimulado por RANKL
(YAVROPOULOU; YOVOS, 2008).

Para formar osteoclastos multinucleados, os precursores de osteoclastos precisam
passar por muitos ciclos de fusdo célula-célula e conforme esse ciclo de fusdo prossegue,
o volume das células se expande e as superestruturas de actina tipo ziper aparecem

temporariamente (JANSEN et al., 2012; XING et al., 2012). Além disso, RANKL via

NFATcl induz a expressao de moléculas mediadoras de fusdo, como a isoforma d2 do

dominio ATPase Vo vacuolar (Atp6v0d2) e a proteina transmembrana especifica para
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c€lulas dendriticas (DC-STAMP), ligando-se diretamente as suas regides promotoras
(YAVROPOULOU; YOVOS, 2008). DC-STAMP ¢ essencial para a fusdo célula-célula,
atua na multinucleagdo dos osteoclastos e ¢ expressa na superficie de osteoclastos e no
reticulo endoplasmatico (KODAMA; KAITO, 2020; XING et al., 2012). O osteoclasto
que expressa DC-STAMP torna-se a célula de fusdo-mestre, que assume a lideranca na
"celocitose" de outra, e se funde com uma célula seguidora DC-STAMP-negativa. Uma
vez que a fusdo de duas células é completada, as duas células formam uma célula
binucleada, que entao se torna o fusor "mestre" e pode se fundir com outras células mono
ou multinucleadas. O ligante para DC-STAMP pode ser ligado a membrana ou soluvel, o
que pode ser liberado por qualquer um dos parceiros de fusdo. E possivel que a indugdo
de MFR (receptor de fusdo de macrofagos) também esteja envolvida neste processo
(YAVROPOULOU; YOVOS, 2008). Camundongos deficientes de DC-STAMP nao
apresentam fusao celular em osteoclastos, porém a expressao dos principais marcadores
de osteoclastos e a estrutura de citoesqueleto serem normais (CHIU; RITCHLIN, 2016).
A reabsorcdo dssea exige uma série de modificagdes nos osteoclastos maduros que
compreendem um intenso remodelamento citoesquelético, polarizagdo da membrana
plasmatica, redistribuicdo de transportadores e organelas e um intenso trafego
endossomal. A reabsor¢ao 0ssea inicia com a formag¢ao do anel de F-actina que circunda
a borda enrugada das células formando a zona de selamento (HURST et al., 2004). Nessa
area de selagem, formam-se lacunas de reabsorc¢do, onde ¢ secretado acido e enzimas
proteoliticas. Além da actina, a integrina tipo alfa v beta 3 (integrina avf3) ¢ importante
para a adesdo celular na superficie 6ssea mineralizada e para a emissao de sinais de alta
afinidade nas lacunas de reabsor¢do. A manutencdo do pH 4cido, por H"ATPase
vacuolares, nestas lacunas sdo importantes para amplificacdo da atividade das enzimas
proteoliticas secretadas de vesiculas, como o TRAP, catepsina K e matriz
metaloproteinase-9 (MMP 9), permitindo assim a desmineralizacdo e degradagdo de
colageno (VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Considerando que os osteoclastos sdo maiores que outros tipos celulares, e sua
intensa adaptacdo estrutural e bioquimica descritas acima, os osteoclastos demanda de
altos niveis de ATP para a biossintese de diferentes constituintes durante a diferenciagdo
e a reabsor¢ao Ossea. Para isso, essas c€lulas sofrem adaptagdes metabodlicas para realizar

sua fun¢do (KIM et al., 2007). De fato, varios estudos demonstraram a importancia dos
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processos metabolicos na fungao e diferenciagdo dos osteoclastos. Concentragcdes maiores
de glicose ao meio de cultura estimula a diferenciagdo dos osteoclastos, enquanto a
privagdo de glicose inibe a capacidade de reabsorcao dssea destas células (INDO et al.,
2013). Além da glicose, outros substratos bioenergéticos, tais como o piruvato, induzem
a diferenciacdo de osteoclastos. Demonstrando assim, a importancia do metabolismo
energético para a diferenciagdo e funcao deste tipo celular (FONG et al., 2013). Com isso,
a principal proteina que regula o metabolismo celular energético adenosina monofosfato

quinase (AMPK) nos osteoclastos foi analisada no nosso trabalho.

1.2 AMPK e o tecido 0sseo

A AMPK ¢ uma proteina expressa em todos os eucariontes como um complexo
proteico heterotrimérico de serina/treonina quinase composta por trés subunidades: o que
¢ uma subunidade catalitica ¢ as subunidades B e y que sdo regulatorias. A massa
molecular da subunidade a ¢ de 63 kDa (CARLING et al., 1989), enquanto dois
polipeptidios adicionais de 38 e 35 kDa correspondem as subunidades B e y e, estdo
presentes em uma razao molar de 1: 1: 1 (DAVIES et al., 1994). Em mamiferos, essa
enzima possui sete genes que codificam as seguintes subunidades al, a2, B1, 2, y1,vy2 e
v3, que combinadas determinam as diferentes isoformas de AMPK (RICHTER;
RUDERMAN, 2009).

A proteina AMPK ¢ o maior regulador do metabolismo energético, que durante o
estresse metabolico restaura os niveis energéticos tanto a nivel celular quanto fisiologico.
A AMPK ¢ ativada por aumento nas concentracdoes de AMP e/ou ADP, ou pelo aumento
da razao de AMP/ATP (RICHTER; RUDERMAN, 2009). Uma vez ativada, a AMPK
reduz as despesas metabolicas das células e estimula a producdo de energia, induzindo a
biogénese mitocondrial e a oxidagdo de acidos graxos (TIEDEMANN et al., 2017).

Em doengas metabdlicas tais como diabetes e cancer, o estresse, a hipdxia, a
privagdo de glicose ou fairmacos utilizados na clinica ativam AMPK (CARLING, 2017).
Coughlan e colaboradores (2014), demonstraram que em modelo animal de diabetes tipo
2, a ativagao farmacologica de AMPK diminui a quantidade de glicose no sangue. Em
tecidostumorais humanos, a ativacdo da AMPK confere um carater agressivo e acelera a
progressdo da doenca (ZADRA; BATISTA; LODA, 2015). Em conjunto, o papel da
ativagdo de AMPK parece variar de acordo com o contexto patologico.

No tecido 6sseo, as subunidades de AMPK (a, B € y) sdo expressas em proporgdes

diferentes. A expressao da subunidade al ¢ maior que a2; Bl e B2 com expressoes
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semelhantes, e dentre as subunidades v, a Yl ¢ mais expressa que y2 ¢ Y3 (AHN et al.,
2008; KANG; VIOLLET; WU, 2013; KIM et al., 2016). A influéncia da AMPK na
osteoclastogénese foi analisada em diferentes fases, porém o seu papel ndo estd
completamente claro. No processo de formacao dos osteoclastos foi observado a ativagao
de AMPK tanto farmacologicamente (AICAR, agonista de AMPK) ou por inducao
(baixas concentragdes de glicose) nos osteoclastos in vitro. Nos dois tipos de ativagao de
AMPK observou-se uma reducao da expressdo de marcadores osteoclastogénicos como
NFATcl, SYK, CTSK ¢ TRAP em cultura de osteoclastos (RAW 264-7) e reduz a
reabsor¢do dssea in vitro (DONG et al., 2018). Ja a adi¢gdo do composto C, um inibidor
de AMPK, em cultura de osteoclastos derivados de macréfagos da medula Ossea, ativa
multiplos sinais downstream de RANK como NFATc1, NF-kB, AKT e JNK, estimulando
a formacdo de osteoclastos. Além disso, nesse mesmo estudo foi demonstrado que o
inibidor de AMPK aumenta a reabsor¢do dssea in vitro. Em conjunto, diversos estudos in
vitro sugerem que AMPK regula a formacdo dos osteoclastos e da reabsor¢do Ossea,
porém em quais momentos da osteoclastogénese a ativacdo de AMPK estd presente na
osteoclastogénese ndo estatotalmente claro.

Por outro lado, foi avaliado as subunidades oo de AMPK. Um estudo demonstrou
que a superexpressao de AMPKal ou 02 em linhagem osteoblastica (MC3T3-E1) quando
em co-cultura com monocitos de medula 6ssea de camundongos reduzem a formagao de
osteoclastos e a expressdao de marcadores osteoclastogénicos como NFATcl, TRAP,
Catepsina K e receptor de calcitonina (TONG et al., 2019). A metformina, um agonista
de AMPK, estimula a produgdo de OPG e reduz a produ¢ao de RANKL, de maneira dose-
dependente, em células MC3T3-E1 e em osteoblastos de calvaria de camundongos. Esses
estudos sugerem que a superexpressao de AMPKal ou a2, ou a ativacdo de AMPK em
osteoblastos por farmacos, de uma forma indireta, também favorecem a inibi¢do da
diferenciagdo de osteoclastos. Em conjunto, fica claro que a literatura ndo apresenta
informacdes suficientes de como as diferentes subunidades de AMPK nos osteoclastos
atuam na osteoclastogénese e na reabsor¢ao 6ssea. Como a subunidade ol de AMPK ¢
que tem maior expressdo no tecido dsseo, o presente trabalho focara no estudo do papel
dessa subunidade.

Outro fator importante a ser analisado ¢ como AMPK regula a perda d6ssea. Os
animais knockouts totais para AMPKol (Prkaal”) submetidos a ovariectomia
apresentaram menor perda 6ssea comparado com os animais selvagens (JEYABALAN et
al., 2012). Por outro lado, em animais knockouts para a subunidade a2 do AMPK (Prkaa2

") ndo foiobservada mudanca na estrutura 6ssea, sugerindo que a subunidade a2 apresenta
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papel menos relevante no processo de remodelamento 6sseo in vivo. O tratamento de
ratas ovariectomizadas com metformina previne a perda ossea por induzir o aumento da
expressdo de OPG e diminuir RANKL em osteoblastos. Portanto, ndo estd clara se a
menor perda Ossea em animais knockouts para AMPKal ovariectomizadas ou pela
ativacdo de farmacos, seja proveniente de osteoclastos, osteoblastos ou outros tipos
celulares.

Alguns trabalhos avaliaram a relacdo de AMPK e a expressdo génica de marcador
de fusdo dos osteoclastos. Lee e colaboradores (2010) demonstraram que na presenca de
ativadores de AMPK, como o Metformina, reduz a expressao génica do marcador de fusao
osteoclastica: DC-STAMP. Mondcitos da medula 6ssea com delecao total de AMPKal
(Praak-/-) aumentaram a expressdo génica de Dcstamp e Atpv6v0d2 no 6 dia de estimulo
com RANKL (KANG; VIOLLET; WU, 2013). A superexpressdo de AMPKal em células
MC3T3-El em co-cultura com mondcitos da medula 6ssea de camundongos reduz a
expressdo de Ps- integrina (WANG et al., 2016). Esses trabalhos sugerem que AMPK
participa da fusdo osteoclastica, porém nao foi demonstrado como AMPK interfere no
processo de multinucleacdo dos osteoclastos.

Considerando que os osteoclastos sdo células que demandam grande quantidade
energética, Miyazaki e colaboradores (2012) demonstraram em modelo murino in vivo
que os osteoclastos nao sdo apenas células ricas em mitocondrias, como dependem dessas
mitocOndrias para exercer de forma competente sua funcdo. De fato, inimeros estudos
demonstraram que AMPK regula a biogénese mitocondrial em varios tipos celulares,
visto que AMPK participa do processo de fissdo celular e mitofagia. Além disso, as
mitocondrias estdo em constante equilibrio entre fusdo ou divisdo para adequar a
quantidade e a qualidade das mitocondrias (KIM et al., 2007). Curiosamente, um estudo
recente demonstrou que AMPK interage com a proteina de fusdo a Mitofusina 2 (MNF2)
em mioblastos (HU et al., 2021). No entanto, o papel de AMPK na dinamica mitocondrial
nos osteoclastos ndo esta claro. O questionamento acerca de como ¢ regulado o
metabolismo energético durante a ativagdo e diferenciacdo de osteoclastos, conduziu a
estudos que visaram compreender a AMPK, mitocondria e osteoclastos.

Nesse contexto, considerando a importancia do processo de ativagdo de AMPK em
relacdo ao processo de diferenciacdo de osteoclastos, torna-se importante aprofundar no
conhecimento do papel dos diferentes subtipos de AMPK no processo de perda ossea
patologica. Os trabalhos apresentados na literatura sdo baseados em estudos in vitro, nos
quais utilizaram farmacos ativadores ou inibidores ndo-seletivos para as subunidades de

AMPK ou ainda, estudaram animais com a dele¢ao total de AMPKal ou AMPKa2.
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Sendo assim, o estudo da perda oOssea patoldgica utilizando moduladores gerais ou
animais com dele¢ao total de AMPK nao nos permite concluir se a perda dssea observada
¢ decorrente da deficiéncia de ativacdo de AMPK em osteoclastos, osteoblastos ou ainda,
em outro tipo celular. Torna-se importante esclarecer o papel da subunidade a1l de AMPK
no processo de osteoclastogénese e da reabsor¢do Ossea, por meio da delegdo seletiva

desta proteina.
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2. Proposicao
O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da AMPKal na osteoclastogénese
e na perda dssea induzida pelo modelo experimental de osteoporose em camundongos

deficientes para AMPKal em osteoclastos.
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3. Material e métodos
3.1 Animais

Neste estudo  foram  utilizados  camundongos  CS57BL6, LysM“*",
LysM““’AMPKal”, Ctsk”*’, Ctsk”“’AMPKal”. Foram utilizados animais com 8-10
semanas de vida e machos LysM“*’, LysM““’AMPKal” e fémeas de 12 a 16 semanas
Ctsk*’ e Ctsk““’ AMPKa1”/. Os animais foram mantidos no biotério da Farmacia duranteo
experimento, ciclo de 12 horas claro/escuro, temperatura e umidade controladas. A aguae a

ragao serao administradas ad libitum.

3.2 Genotipagem dos animais por PCR convencional

Foi feita a extragdo do DNA utilizando as amostras animais as quais foram
adicionados 75 pl de tampdo (NaOH 25 mM e EDTA 0,2 mM) em cada amostra, foram
entdo levadas ao termociclador a 98°C por 1 hora. Em seguida, o DNA extraido foi
quantificado no aparelho nanofotometro (NanoPhotometer® P360, Implen, Inc., California,
USA), onde posteriormente foi utilizados 20 ng total de DNA para a reacdo de PCR. Para
esta reacdo foi utilizados os primers especificos para analise de Lisozima Cre, Catepsina K
Cre e AMPKa/! flox, juntamente com o Amplitaq Gold 360 Master MIX. As amostras foram
aplicadas em gel 1,5% de agarose em cuba de eletroforese de 100Vpor 50 minutos, além do

padrdao molecular e o controle positivo e negativo.

3.3 Cultura de osteoclastos murinos

A diferenciagdo de osteoclastos murinos foi realizada a partir de cultura primaria
utilizando células da medula 6ssea. Para isso, fémur e tibia de camundongos LysM“? e
LysM““’AMPKal”/ foram assepticamente removidos e as medulas dsseas extraidas e
mantidas por 3 dias em meio de cultura a-MEM (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA)
suplementado com 10% soro fetal bovino, 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (ThermoScientific, Carlsbad, CA, USA) na presenca de 30 ng/mL de M-CSF
(R&D Systems). As células ndo aderidas foram removidas e eliminadas, e as células
aderidas (pré-osteoclastos) foram cultivadas em meio osteoclastogénico com 30 ng/mL de
M-CSF e 10 ng/mL de RANKL (R&D Systems) por diferentes tempos, de acordo com o
protocolo de estudo. Foram utilizadas as seguintes metodologias para avaliar a diferenciacio

dos osteoclastos:

e Para o ensaio de TRAP, 20.000 pré-osteoclastos foram plaqueados em placa de 96

pogos e cultivadas na presen¢a de M-CSF e de RANKL por 4 dias. Em seguida
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foi realizado o ensaio histoquimico de coloracao de células multinucleadas sensiveis

ao TRAP.

Para o ensaio de reabsorcao dssea por osteassay, 15.000 pré-osteoclastos foram
plaqueados e cultivados em placa de 96 pogos contendo hidroxiapatita na presencade
M-CSF e de RANKL por 10 dias. Em seguida a reacao foi interrompida, as células
removidas e analisada a percentagem de area de reabsorvida em relagdo ao total da

area do poco.

Para o ensaio de imunofluorescéncia, 20.000 pré-osteoclastos foram plaqueados em
placa de 96 pocos e cultivadas em meio osteoclastogénico por 3 dias. Em seguida
foi realizado a marcagao dos nucleos com DAPI e do anel de actina por Faloidina.
A contagem dos osteoclastos por nticleo foi realizada utilizando uma madscara, que
detectava a regido delimitada por faloidina e a quantidade demarcagdes de ntcleos

por DAPL.

Para o ensaio de qPCR, 200.000 pré-osteoclastos foram plaqueados em placa de 24
pogos no meio osteoclastogénico. Foram coletadas amostras nos tempo Oh, 24h, 48h
e 72h. Foram avaliados a expressao dos genes Praakl (AMPKal), Itgh3 (B3-
integrina), ctsk (Catepsina K) e Mmp9 (Metaloproteinase 9), MnfI (Mitofusinal),
Mnf2 (Mitofusina2) e Drpl (Proteina relacionada a dindmica 1).

Para o ensaio de Western Blot, 200.000 pré-osteoclastos foram plaqueados em placa
de 24 pogos no meio osteoclastogénico por 3 dias. Foram avaliados a expressdo

proteica de AMPK, NFATcl, DC-STAMP e Catepsina K.

Para o ensaio de Microscopia eletronica de transmissdo, 1.000.000 pré- osteoclastos
foram plaqueados em placa de 6 pocos em meio osteoclastogénico por 2 dias. As
células foram fixadas por 2 horas em glutaraldeido (2% em tampao fosfato) e
incluidas em Embed. Foi feita a preparacdo dos ultrafinos e a visualizagdo via
microscopio eletronica de transmissao (Jeol JEM-100 CXII equipado com cadmara
digital Hamamatsu ORCA-HR). As imagens fotografadas foram no aumento de

40000x.
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3.4 Determinacido do numero de osteoclastos pela reacio de TRAP

A deteccao de osteoclastos foi realizada pela reacdo de fosfatases acidas resistentesao
tartarato - TRAP (KIT SIGMA 387-A). As cé¢lulas foram primeiramente fixadas comtampao
de citrato por 20 minutos, lavadas com PBS ¢ incubadas a 37° C na solugdo corante contendo
tartaratos por 40 minutos, ao abrigo da luz, de acordo com as instru¢desdo fabricante. Em
seguida, os osteoclastos (células coradas e contendo 3 ou mais nucleos)foram fotografados e
quantificados quanto ao numero e tamanho das células utilizando oprograma de imagens

(ImagelJ software).

3.5 Avaliacio da expressao génica de marcadores de osteoclastos e de genes relacionados
ao metabolismo

Foram coletados os pré-osteoclastos dos tempos 0, 24h, 48h e 72h. O isolamento de
RNA total das cultura de células foi realizado utilizando o Kit da Promega SV Total Isolation
System (Z3105- Promega),de acordo com o cartdo de protocolo 9FB025 indicado pelo
fabricante. O RNA extraido foi eluido em 30 pl de 4gua Nuclease free e quantificado no
aparelho nanofotémetro (NanoPhotometer® P360, Implen, Inc., California, USA). Foi
utilizado 500 ug de RNA total para a sintese do cDNA por meio da reagao de transcriptase
reversa (High capacity cDNA Reverse Transcription kit da AppliedBiosystems- 4368813). As
amostras foram levadas ao termociclador (Eppendorfvapo.protect) e submetidas as seguintes
temperaturas: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C até a
remocao das amostras do aparelho.Apos a realizagdo da reagdo, as amostras foram diluidas 10

vezes e armazenadas em -20°C até o momento do uso.

A reagdo de PCR para amplificacdo dos genes de interesse foi realizada utilizando os
respectivos primers especificos (TagMan® Gene Expression Assay) para marcadores de
osteoclastos como NFatcl (Nfatcl), DC-STAMP (Dcstamp), B3-integrina (/tgb3), Catepsina
K (Ctsk), MMP-9 (Mmp9). Foi utilizado o reagente TagMan® o mix de 5 pL de 2x qPCR
BIO TagMan® Mix Separate-ROX (PCR Biosystems) € o equipamento de PCR em tempo
real StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM).

Primers e sondas para Nfatcl (Mm00479445 m1), Dcstamp (MmO01219007 m1), ltgh3
(Mm00443980 _ml), Ctsk (Mm00484039 ml), Mmp9 (Mm00442991 m1l) foram obtidos
comercialmente e as sequéncias sdo propriedades privadas do fornecedor (TagMan® Gene
Expression Assay, Applied Biosystems). O gene Gapdh (Mm99999915 gl) foi utilizado
como gene endogeno.

A amplificagdo foi realizada em termociclador sob as seguintes condigdes: 50°C por 2
minutos para incubagdo, 95°C por 20 segundos para ativagdo da polimerase AmpliTaq Gold

Enzyme, 40 ciclos de 95°C por 1 minuto para desnaturacdo do DNA e 60°C por 20 segunggs



para o anelamento do primer e a extensao.
Além disso foram utilizados primers especificos (Syber Green®) para o metabolismo
como AMPKal (Praakl), Mitofusina 1 (Mfnl), Mitofusina 2 (Mfn2), Dinamica relacionada

a proteina 1 (Drpl). O gene Gapdh foi utilizado como gene endogeno.

Foi utilizado o mix de 5 uL de 2x qPCR BIO SyGreen Mix Separate-ROX (PCR
Biosystems) e o equipamento de PCR em tempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR System

(Applied BiosystemsTM). A sequéncia dos primers estao na tabela abaixo:

Tabela 1 — Sequéncias dos primers Syber Green utilizados

Primer (5'-3")

Gene
Forward Reverse

Praak CCGCACCAGAAGTCATTT CCACACAGCAAAGCATA

1 GA

Mfnl CCTACTGCTCCTTCTAAC AGGGACGCCAATCCTGT
CCA GA

Mfn2 AGAACTGGACCCGGTTAC CACTTCGCTGATACCCCT
CA GA

Drpl CAGGAATTGTTACGGTTC CCTGAATTAACTTGTCCC
CCTAA GTGA

Gadph AGGTCGGTGTGAACGGA TGTAGACCATGTAGTTGA
TTTG GGTCA

A amplificacdo foi realizada em termociclador sob as seguintes condig¢des: 1 ciclo de
95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 5 segundos, 40 ciclos de 65°C por 30 segundos.

Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, cicle threshold),
sendo este o ponto correspondente ao niimero do ciclo obtido na fase de amplifica¢do
exponencial das amostras que permite a analise quantitativa da expressao do gene avaliado.

O célculo de expressao relativa dos genes foi normalizado pela expressdao na condi¢ao
controle, ou seja, pela diferenca entre ACt das amostras (Ct do gene alvo — Ct do gene
enddgeno constitutivo) e a média obtida do ACt dos animais controles, resultando os valores
de AACt de cada animal. Em seguida, foi realizado o célculo da expressdo de cada gene
avaliado com base na equagdo descrita pelo trabalho de Livak e Schmittgen (2001):

Expressio relativa = 2-44¢t

3.6 Avaliacao da expressiao proteica de marcadores de osteoclastos e de genes relacionados
ao metabolismo

Amostras de proteinas (5 mg a 40 mg) foram separadas por SDS-PAGE de 8% a 12% e
transferido para membrana de difluoreto de polivinilideno Immobilion (Millipore, Billerica,
MA, EUA) por eletroblotting (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), e entdo sondado com os

respectivos anticorpos. Resumidamente, o bloqueio foi realizado em TBSTM (TBST 0,1%
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Tween + 5% de leite em p6 desnatado) seguido de incubacdo com anticorpos primarios em
TBSTA (TBST + 0,1% Tween + 5% albumina) durante a noite a 4 °© C. Anti-AMPKal
(ab3759) da Cell Signaling (Danvers, MA, EUA), Anti-pAMPKal (PA517831) da Thermo
Fisher (Waltham, MA, EUA), anti-catepsina K (ab66237), anti-NFAT2 (ab2796) e anti-beta
actina (ab8226) da Abcam (Cambridge, MA, EUA) e anti-DC-STAMP (clone 1A2, #MABF39-
I) da Merck KgaA (Darmstadt, Alemanha) foram usados. Em seguida, as membranas foram
lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secunddrios contra camundongos (ab6789,
Abcam) ou coelho (ab6728, Abcam) em TBSTM por 2 horas em temperatura ambiente. Os
borrdes foram lavados e depois desenvolvidos com substrato HRP quimioluminescente
(Luminata Forte-Millipore). A intensidade das bandas indicando os niveis de proteina foi
determinada por quantificagdo densitométrica usando o software Image J, relativo para b-

actina como um controle de carregamento.

3.7 Medida do anel de actina e quantidade de nticleos por osteoclastos

Os osteoclastos foram gerados como descrito acima. Apos 4 dias de cultura, eles foram
submetidos a coloragdo de actina por Faloidina-AlexaFluor 647 (Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) e contrastado com DAPI seguindo as instrugdes do fabricante. A reorganizacdo da
F-actina e a polarizacdo do citoesqueleto foram visualizado por imagem do confocal. A anélise
da quantidade dos nucleos por osteoclastos foi realizada por meio de uma mascara que delimita

a area dos osteoclastos pela regido de F-actina e marca os nicleos marcardos com o DAPI.

3.8 Modelo experimental de osteoporose induzido por ovariectomia

Os animais Ctsk“’ e Ctsk”“’AMPKal”, primeiramente, foram anestesiados e
posteriormente, foi realizada a incisdo em cada flanco (direito e esquerdo). Apds a
identificacdo dos ovarios foi feita a ligadura de seus pedinculos e em seguida a ressec¢dodos
tecidos ovarianos. A parede abdominal foi fechada em dois planos utilizando sutura continua
de fio de seda 4.0. Como controle, fémeas igualmente manipuladas foramutilizadas, sem,
entretanto, haver a ressec¢do do tecido ovariano (grupo Sham/OVX). Apds um periodo de 30
dias, os animais foram eutanasiados e as amostras coletadas. Apos eutandsia, foram coletados:

sangue e fémur.

3.9 Microtomografia computadorizada

As serdo processadas de acordo com modificagdes no protocolo descrito por Baloul e
colaboradores em 2011. As amostras dos fémures esquerdos de animais Ctsk”’ e
Ctsk““’ AMPK a1’/ foram dissecadas, limpas, fixadas em formaldeido a 10% para padronizagdo

do posicionamentoda mesma durante a realizacdo da MicroCT. Os fémures foram posicionados
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na posicdo transversal com a cabega e o trocanter maior do fémur voltada para cima. As
mensuragdes dos padroes 0sseos foram realizadas utilizando os programas de imagens Data
Viewer e CTAn (Bruker microCT). A andlise das trabéculas foi realizada 1 cm abaixo da zona

de crescimento.

As imagens dos fémures, obtidas pela MicroCT, foram ajustadas para medigao do tecido
mineralizado que circunda a parte cortical. Para que seja medido apenas o 0sso, com exclusao

da parte cortical, apenas a regido de interesse serd isolada utilizando-se a op¢ao de contorno.

3.10 Histologia

As amostras de tecido 6sseo das tibias e fémures foram fixadas em formalina tamponada
com fosfato (pH 7.4) por 2 dias, descalcificadas em ETDA 14% por 45 dias, e embedadas
em cera de parafina. As segOes transversais da medula 6ssea dos fémures foram coradas com
TRAP e contra-coradas com Hematoxilina ¢ Eosina. As imagens foram fotografados com

aumento de 10x usando um estereomicroscopio (Zeiss CL1500 ECO) e uma camera digital

(Canon EOS 1000D).

3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média de no minimo 3
amostras por grupo. As analises dos resultados foram realizadas pelo teste t de Student e pelo
método de variancia a um critério (One-way ANOVA), seguido de pos-teste de Bonferroni,
conforme apropriado e de acordo com as variaveis e grupos comparados sendo que as diferencas
consideradas significativas para valores de *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p<0,001 foram
determinadas utilizando GraphPad Software 5.0 (GraphPad Prism; GraphPad Software, San
Diego).
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4 Resultados
4.1 Avaliacio in vitro da proteina AMPKal na osteoclastogénese

4.1.1 Expressao génica e proteica de AMPKal aumenta em estagios iniciais de
diferenciacao de osteoclastos

AMPKal ¢ a subunidade a com maior expressdao no tecido 6sseo e também ¢
expressa nos osteoclastos (KANG; VIOLLET; WU, 2013). Sabendo disso, o primeiro
passo desse estudo foi avaliar, durante a diferenciagdo de pré-osteoclastos em
osteoclastos, qual ¢ a cinética de expressao de AMPKal. Os pré-osteoclastos de animais
WT foram cultivados em meio osteoclastogénico contendo M-CSF e RANKL. A
expressao de AMPKal foi avaliada nos tempos 0, 24, 48 ¢ 72 horas de cultura. Como
pode ser observado na Figura 1A, ndo houve diferenca na expressao génica de AMPKal
(Praakl) em pré-osteoclastos estimulados com RANKL, ou seja, a expressdo génica de
AMPKal nao se altera com a diferenciagao dos osteoclastos. Entretanto, observa-se que
o estimulo com RANKL leva a um aumento da expressao proteica de AMPKal no tempo
de 24 horas (Figura 1B) que foi reduzindo nos tempos de 48h e 72h. Da mesma forma,
observamos que a forma ativa (pAMPKal) esta aumentada no tempo de 24h e que
gradativamente ¢ reduzida nos tempos de 48 e 72h apos estimulo com RANKL. Esses
dados mostram que a expressao da proteina AMPKal, bem como sua forma ativa, estdo
elevados nos tempos iniciais de diferenciagdo osteoclastogénica e, conforme as células se
diferenciam em osteoclastos maduros, ocorre a redu¢do da expressao e fosforilagao desta

proteina.
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Figura 1. Expressio de AMPKal aumenta em estagios iniciais de diferenciacio de osteoclastos. A
expressdo de AMPKal foi avaliada em cultura de pré-osteoclastos cultivados em meio osteoclastogénico
por diferentes tempos. As células foram submetidas a avaliagdo (A) da expressdo génica de AMPKal (B)
da expressdo proteica de AMPKal e pAMPKol. (C) Quantificagdo da expressdo proteica AMPKal em
relagdo a expressao de B-actina. (D) Quantificacdo da expressdo de AMPKal em relagdo a sua forma ativada
pAMPKal. A barra indica média + erro padrio da média (n=3), de uma representagdo de 2 experimentos
independentes. *p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significante, avaliado por One Way ANOVA,
seguido de pos-teste de Bonferroni.
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4.1.2 AMPKal controla a expressao génica dos marcadores de diferenciaciao dos
osteoclastos in vitro

O NFATcI ¢ o principal fator de transcricdo génica na osteoclastogénese € uma vez
ativado induz a transcrigao e produgdo de proteinas importantes para a fusdo celular como
a DC-STAMP e a [s-integrina (BERTINI et al., 2001; XING et al., 2012). Com isso, o
proximo passo foi analisar o efeito de AMPKal nos principais marcadores de transcri¢ao
e de fusao de osteoclastos apos 48h de diferenciacao. Considerando ainda que a proteina
AMPKal apresenta uma maior expressao nas primeiras 24h de estimulo com RANKL,
foram utilizados animais knockouts condicionais para AMPKal em mondcitos
LysM““’AMPKa1”/ para inibir a expressdo de AMPKal durante todos os estagios de
diferenciagdo de osteoclastos. Os dados desse experimento demonstraram que os
osteoclastos do grupo LysM““’AMPKal”/ apresentaram maior expressio génica de
Nfatcl, Destamp e Itgh3 quando comparado ao grupo LysM®? (Figura 2A-B). Portanto,
a delecdo de AMPKal aumenta a expressdo génica dos marcadores de diferenciacio e

fusdo de osteoclastos.

Figura 2. AMPKal controla a expressiao génica de marcadores de diferenciacio dos osteoclastos in
vitro. Avaliagdo da expressdo génica de Nfatcl, Dcstamp e Itgh3 apds 48 horas de cultivo dos osteoclastos
do grupo LysM“*’ e LysM“*’AMPKa1”. A barra indica média + erro padrio da média (n=5), de uma
representacdo de 2 experimentos independentes. *p < 0,05, **p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.
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Verificamos ainda que os osteoclastos LysM““’AMPKal/”/ apresentaram maior

expressdo proteica de NFATc1l e DC-STAMP em relacio ao grupo LysM“*" (Figura 3A-

B). Esses dados corroboram os resultados de andlise de expressdo génica e AMPKal

possivelmente regula os marcadores de diferenciagdo e fusdo de osteoclastos.

Figura 3. AMPKaual controla a expressdo proteica de marcadores de diferenciacdo dos osteoclastos in
vitro. Avaliacdo da expressdio NFATcl e DC-STAMP por western blot, apos 48 horas de cultivo dos
osteoclastos do grupo LysM«¢’ e LysM“*’ AMPKal”/. A barra indica média = desvio padrio da média
(n=5), de uma representagdo de 2 experimentos independentes. **p < 0,01 indica diferenca estatisticamente

significante, avaliados por teste t de Student.
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4.1.3 AMPKal regula negativamente o tamanho dos osteoclastos in vitro

De acordo com os dados anteriores, a delecdo de AMPKal em mondcitos aumenta
os principais marcadores de diferenciagao dos osteoclastos. O proximo passo foi analisar
o efeito da inibicdo de AMPKal apds 72 horas de diferenciagdo. Para isso foram
avaliados osteoclastos diferenciados que foram corados com TRAP. Os resultados deste
estudo mostraram que osteoclastos do grupo LysM““’AMPKal”/ sio maiores e mais
numerosos quando comparados com o grupo controle (Figura 4). Conclui-se que a

delecao de AMPKal estimula a diferenciacao de osteoclastos in vitro.

Figura 4. A delecio de AMPKal aumenta o niumero de osteoclastos in vitro. Fotos representativas dos
osteoclastos do grupo LysM e LysM““?AMPKo.1”/ apds 72 horas de diferenciacio corados com TRAP.

Imagens fotografadas no aumento de 10x.
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Os osteoclastos sdao células gigantes multinucleadas derivadas da fusao de
macréfagos (JANSEN et al., 2012; XING et al., 2012). A quantificacdo do niimero ¢ a
area de osteoclastos ¢ realizada a partir das células TRAP positivas com 3 ou mais
nicleos. Como observado nesse experimento, o nimero e o tamanho dos osteoclastos
(4rea) foram maiores no grupo LysM““*AMPK a1”f quando comparado ao grupo controle
LysM<? (Figura 5A-B). Portanto, esses resultados sugerem que a AMPKal regula o

tamanho dos osteoclastos in vitro.

Figura 5. AMPKal regula negativamente o tamanho dos osteoclastos in vitro. Avaliacdo do (A)
numero de osteoclastos (contendo mais de trés nticleos) por campo e (B) da area dos osteoclastos por célula
do grupo LysM? ¢ LysM“*? AMPKal1”. A barra indica média + erro padrio da média (n=5), de uma
representagdo de 3 experimentos independentes. **p < 0,01 indicam diferenca estatisticamente significante,
avaliados por teste t de Student.
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4.1.4 AMPKal regula a quantidade de nicleos em osteoclastos gigantes e a area do
anel de actina in vitro

O anel de actina ¢ formado por filamentos de f-actina e esta localizado na periferia
celular delimitando o tamanho dos osteoclastos (HURST et al., 2004). Para determinar o
efeito da auséncia de AMPKal sobre os filamentos de actina, foi realizado um ensaio de
imunofluorescéncia apos 48h de diferenciacdo. Os nucleos dos osteoclastos foram
marcados com DAPI (azul) e o anel de actina com faloidina (vermelho). Nesse
experimento, observamos que a auséncia de AMPKal antecipa a fusdao dos osteoclastos

e aumenta a espessura do anel de actina (Figura 6).

Figura 6. A delecio de AMPKal aumenta o tamanho e a espessura do anel de actina. Fotos
representativas de osteoclastos in vitro. Marcagdo dos nicleos de osteoclastos do grupo LysM“*’ e
LysM“*"AMPKal”/ com DAPI (azul) e do anel de actina com faloidina (vermelho) apds 48 horas de
diferenciacdo. Imagens fotografadas no aumento de 40x.
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Como foi demonstrado anteriormente, a auséncia de AMPKal aumenta a expressao
dos marcadores de fusdo de osteoclastos como o DC-STAMP e da B;.integrina. As células
fusionadas incorporam uma grande quantidade de nucleos no interior € aumentam de
tamanho, consideravelmente. O préximo passo foi verificar se AMPKal infere na
quantidade de nucleos por osteoclastos. Como observamos na Figura 7A, houve uma
maior quantidade de osteoclastos no grupo LysM““’AMPK a1/ com 3 a 7 nucleos quando
comparado ao controle, contudo esse aumento ndo foi estatisticamente diferente.Quando
analisamos a quantidade de osteoclastos do grupo LysM““’AMPKal”/ com maisde 7
nucleos, esse foi significativamente maior em relagdo ao grupo LysM“*? . Portanto,esses
dados demonstram que AMPKal possivelmente controla o processo de fusdo celular e a

incorporacdo de nucleos dos osteoclastos.

Considerando que o anel de actina ¢ importante para a reorganizacdo do
citoesqueleto e para a adesao na matriz extracelular do osso, foi quantificado a area do
anel de actina dos osteoclastos do grupo LysM““’AMPK a1/ e controle. Como esperado,
a auséncia de AMPKal nos osteoclastos permitiu uma maior espessura do anel de actina
quando comparado com o controle (Figura 7B). Esses dados sugerem que a auséncia de

AMPKal leva a uma maior adesao dos osteoclastos na matriz extracelular do osso.

Figura 7. AMPKal regula a quantidade de niicleos em osteoclastos gigantes e a area do anel de actina
in vitro. (A) Avaliacdo do niimero de osteoclastos por quantidade de nucleos. A barra indica média + erro
padrio da média, de uma representacdo de 2 experimentos independentes. (B) da intensidade de
fluorescéncia do anel de actina marcado por faloidina de osteoclastos do grupo LysMT’ e
LysM“’AMPK a1/ apés 72 horas de cultivo. A barra indica média =+ erro padrio da média (n=3), de uma
representacdo de 2 experimentos independentes. *P<0,05 indicam diferenca estatisticamente significante,
avaliados por teste t de Student.
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4.1.5 A delecao de AMPKal aumenta a expressao génica e proteica dos marcadores
osteoclastogénicos de reabsorcio éssea in vitro

Uma vez fusionados e aderidos, os osteoclastos estao maduros aptos a reabsorver o
0sso. Os osteoclastos maduros liberam acidos e enzimas para degradar a matriz dssea. A
Catepsina K (Ctsk) é uma cisteina proteinase semelhante a papaina altamente expressa
em osteoclastos e muito importante para o processo de reabsorcao O0ssea. Essa cisteina
juntamente com outras enzimas como a metaloproteinases 9 (MMP-9) degradam
componentes organicos da matriz extracelular como o coldgeno do tipo L
(TAKAYANAGTI et al., 2002; XING et al., 2012). O préoximo passo foi avaliar se a
inibicao de AMPKal interfere nos marcadores de reabsor¢ao Ossea in vitro. Para isso, foi
realizada a expressdo génica de Ctsk e de Mmp9 apds 72h de diferenciagdo. Como pode
ser observado, os osteoclastos do grupo LysM““’AMPKal”f apresentaram
significativamente maior expressdo génica de Mmp9 e CtsK quando comparado ao grupo
LysM“¢” (Figura 8A-B). Foi analisado ainda a expressdo proteica de Ctsk, que confirma
um aumento da expressdo dessa cisteina nos osteoclastos do grupo LysM“*? AMPK a1/
comparados com o grupo controle (Figura 9). Portanto, esses dados sugerem que

AMPKal tém papel importante na atividade osteoclastica.

Figura 8. A delecao de AMPKal aumenta a expressio génica de marcadores da reabsorc¢io dssea in
vitro. Avaliagdo da expressdo génica de Catepsina K (Ctsk) e de metaloproteinase 9 (Mmp9) apds 72 horas
de cultivo dos osteoclastos do grupo LysM“*’ e LysM“*?AMPKa 1. A barra indica média + desvio padrdo
da média (n=5), de uma representacdo de 2 experimentos independentes. *P < 0,05 indica diferenga
estatisticamente significante, avaliados por teste t de Student. ***p < 0,001
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Figura 9. A delecio de AMPKal aumenta a expressiio proteica de marcador de reabsorcio 6ssea in
vitro. Avaliacio da expressdo proteica de CtsK ap6s 72 horas de cultivo dos osteoclastos do grupo LysM< ¢!
e LysM““AMPKa1/”. A barra indica média + desvio padrio da média (n=2), de uma representacio de 3
experimentos independentes. *P < 0,05, **p < 0,01 indicam diferenga estatisticamente significante,

avaliados por teste t de Student.
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4.1.6 AMPKal regula negativamente a atividade dos osteoclastos in vitro

Confirmando os dados obtidos no experimento anterior, o proximo passo foi
determinar se a AMPKal realmente interfere na atividade dos osteoclastos in vitro
utilizando um ensaio de reabsor¢do em placa de hidroxiapatita. As células dos grupos
LysM“*? ¢ LysM“¢" AMPK a1/ foram mantidas na placa contendo hidroxiapatita por 5
dias, tempo suficiente para avaliar a atividade de reabsor¢do in vitro. A regido preta
representa a area consumida pela reabsor¢ao dos osteoclastos. A taxa de reabsor¢ao foi
determimada pela percentagem de area da regido em preto em relacdo a area total (100%).
Os dados desse experimento demonstraram que os osteoclastos do grupo LysM<<”
AMPK a1/ reabsorveu uma area maior de hidroxiapatita comparado ao grupo LysM< ¢’
(Figura 10A). Quando quantifica-se a taxa de reabsor¢do 6ssea observa-se quehouve uma
maior percentagem nos osteoclastos do grupo LysM“¢? AMPKal”/comparado ao grupo
LysM“¢’ (Figura 10B). Assim, esses dados confirmam que a AMPKal regula
negativamente a reabsor¢do dssea in vitro.

Figura 10. AMPKal regula negativamente a atividade dos osteoclastos in vitro. (A) Fotos
representativas da placa de reabsorcdo Ossea de osteoclastos cultivados na placa contendo hidroxiapatita
por 5 dias provenientes de animais LysM“*’ e LysM“*? AMPKa 1. Imagens fotografadas no aumento de
10x. (B) Quantificacdo da taxa de reabsor¢do 6ssea. A barra indica média = desvio padrao da média (n=3),

de uma representagdo de 2 experimentos independentes. *p < 0,05 indica diferenca estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.

501

401 Ml LysMCre

- B LysMCreAMPKa1™

201

% Area reabsorvida

57



4.1.7 AMPKal controla a expressao génica de marcadores da fusdo mitocondrial in
vitro.

A diferenciacdo celular e a atividade de reabsorcdo dos osteoclastos demanda
grandes quantidades energéticas. AMPKal ¢ conhecido como um dos principais sensores
energéticos celulares. Além disso, AMPKal regula a biogénese mitocondrial em varios
tipos celulares, induzindo a fusao ou a fissao mitocondrial, permitindo que a célula tenha
maior/menor demanda energética (DETMER; CHAN, 2007a; RICHTER; RUDERMAN,
2009). De acordo com os dados anteriores, a auséncia de AMPKal aumenta a
osteoclastogénese ¢ a reabsor¢dao Ossea in vitro. Logo, o préximo passo foi avaliar se
AMPKal regula a expressdo génica dos marcadores de fusdo e fissdo mitocondrial.
Interessantemente, a expressao génica de marcadores de fusdo mitocondrial, mitofusina 1
e 2 (Mnfl e Mnf2) esta aumentada nos osteoclastos do grupo LysM<*’ AMPKal/f
comparado com o grupo LysM“®’. J4 a expressio génica do marcador de fissdo
mitocondrial, proteina relativa a dindmica 1 (DrpI), ndo houve aumento significativo nos
osteoclastos grupo LysM““’AMPKal” comparado com o grupo LysM“¢’. Portanto,

sugere-se que AMPKal controla os marcadores de fusdo mitocondrial.

Figura 11. AMPKal controla a expressdo génica de marcadores da fusio mitocondrial in vitro.
Avaliagdo da expressdo génica de mitofusinal (Mnfl), mitofusina 2 e de (DRP1) apds 48 horas de cultivo
dos osteoclastos do grupo LysM“*’ e LysM“*? AMPKa 1%, A barra indica média = desvio padrio da média
(n=3), de uma representagdo de 1 experimento independente. *P < 0,05 indica diferenca estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.
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4.1.8 AMPKal regula a area mitocondrial de osteoclastos in vitro

Para avaliar se AMPKal interfere na biogé€nese mitocondrial dos osteoclastos,
foram avaliadas as caracteristicas morfologicas mitocondriais em osteoclastos dos grupos
LysM““? ¢ LysM““’AMPKal” ap6s 72 horas de diferenciacdo por microscopia
eletronica de transmissao (MET). Observa-se que as mitocondrias dos osteoclastos do
grupo LysM““’AMPKal”/ sdo maiores comparado com o grupo controle LysM<<?
(Figura 11A). Além disso, a quantificagio da area mitocondrial do grupo LysM“*’

AMPK a1’/ também ¢ maior comparado ao grupo controle LysM“¢? (Figura 11B).

Figura 12. AMPKaual regula a area mitocondrial de osteoclastos in vitro. (A) Fotos representativas das
mitocdndrias nos osteoclastos do grupo LysM“*’ e LysM“*? AMPKal1/ por microscopia eletronica de
transmissdo. As setas em amarelo indicam as mitocondrias. Imagens fotografadas no aumento de 40000x.
(B) Avaliagdo da area das mitocondrias em osteoclastos. A barra indica média + desvio padrdo da média
(n=3), de uma representacdo de 1 experimento independente. *P<0,05 indica diferenga estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.
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4.2 Avaliacao da AMPKal em osteoclastos in vivo

4.2.1 Caracterizac¢io do fenétipo 0sseo nos animais Ctsk®¢? e Ctsk* AMPKa1""

Considerando que a delecao de AMPKal em monocitos estimulou a diferenciagao
de osteoclastos bem como a sua atividade reabsortiva em relacdo ao grupo controle,
avaliamos se esse efeito poderia ser extrapolado in vivo. Para isso, foi realizado a
caracterizagio dos animais knockouts condicionais para osteoclastos Ctsk““” AMPK a1/
e do seu controle Ctsk“?’. No estudo realizamos uma avaliagdo comparativa no peso e
comprimento do fémures desses animais. Nos grupos de animais Ctsk““’ ¢ Ctsk“*’
AMPKal”/ ndo houve diferenga no peso dos animais e no comprimento do fémures

(Figura 13A-C).

Figura 13. Caracterizagiio do fendtipo 6sseo nos animais Ctsk“*? e Ctsk““?’AMPKal’”/, (A) Foto
representativa dos fémures. (B) Avalia¢ao do peso dos animais e (C) do comprimento do fémures de animais
do grupo Ctsk®? e Ctsk“ AMPKo1”f com 12 semanas de vida.
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4.2.2 AMPKal regula a perda dssea em animais saudaveis

Considerando que o0 AMPKal regula negativamente a perda Ossea in vitro, nosso
proximo passo foi avaliar se a deficiéncia seletiva de AMPKal em osteoclastos interfere
na microestrutura ossea. Fotos representativas da microestrutura ¢ssea dos animais do
grupo Ctsk“?” AMPK a1’/ na posi¢io longitudinal (Figura 14) e na transversal (Figura 15)
apresentaram menor quantidade do osso trabecular comparado com o grupo controle

Ctskcre/o.

Figura 14. Fotos representativas do fémur direito em 3D. Fémures representativos na regido longitudinal
dos grupos Ctsk““’ e Ctsk“*” AMPKal”f (n=3) por microtomografia uCT.
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Figura 15. Fotos representativas do fémur direito em 2D e 3D. Fémures representativos em 2D e 3D na
posi¢do transversal do grupo Ctsk“*’ e Ctsk*? AMPKa 1/ (n=3) por microtomografia uCT. (A-B) Ctsk "
Controle, (C-D) Ctsk®*’ AMPKa 1.

Ctslsred Ctsk¥’AMPK a1

Sabendo que os pardmetros 0sseos sdo importantes para detectar a perda dssea in
vivo, foi quantificado o osso trabecular do grupo Ctsk““’AMPKal”/ e do controle. Foi
analisado os pardmetros 6sseos de volume dsseo (BV), superficie dssea (BS), espessura
das trabéculas (Tb. Th) e nimero de trabéculas (Tb. n). Nesse experimento demonstra-se
que os parametros BV, Tb. Th e Tb.n estio menores no grupo Ctsk”?” AMPK a1’/ quando
comparados aos animais Ctsk“*’ (Figura 16). Esses dados demonstram que a proteina

AMPKal em osteoclastos regula negativamente a perda dssea in vivo.

Figura 16. AMPKual regula a perda 6ssea em animais saudaveis. Avaliacdo da microarquitetura dssea
de fémures direitos na posigdo transversal Ctsk*’ e Ctsk“*” AMPKa 1/ (n=3) por microtomografia uCT.
(A) Volume 6sseo (BV), (B) Superficie 6ssea (BS), (C) Separagdo de trabéculas (Tb.Sp), (D) Espessura
trabecular (Tb.Th). A barra indica média + desvio padrdo da média (n=3), de uma representagdo de 1
experimento independente. *P < 0,05 indica diferenga estatisticamente significante, avaliados por teste tde
Student.
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4.2.3 AMPKal regula negativamente a osteoclastogénese in vivo

Como relatado nos experimentos anteriores, AMPKal aumenta a osteoclastogénese
in vitro e regula negativamente a perda 6ssea medular in vivo. O proximo passo foi
analisar se AMPKal regula o nimero de células TRAP positivas in vivo. Para isso, foi
realizado o ensaio enzimatico de TRAP nas laminas histologicas para detectar os

osteoclastos presentes na regido da medula 6ssea do grupo Ctsk“*? e Ctsk"“? AMPK a1/

(Figura 17A). Pode-se verificar que houve um aumento de osteosclastos do grupo Ctsk<*”

AMPK a1/ relagdo ao grupo controle (Figura 17B). Essesdados sugerem que a perda dssea
trabecular proveniente da delegdo de seletiva de AMPKal em osteoclastos ¢ gerada pelos

osteoclastos da regido medular.

Figura 17. AMPKal regula negativamente a osteoclastogénese in vivo. (A) Fotos representativas das
células TRAP positivas indicadas pelas setas amarelas na medula 6ssea de fémur do grupo Ctsk“*’ e
Ctsk " AMPKal” (n=7) de animais com 12 semanas. As pegas foram fotografadas no aumento de 10x.
(B) Quantifica¢do das células TRAP positivas. A barra indica média + desvio padrdo da média (n=7), de
uma representacdo de 2 experimentos independentes. ***P<(,001 indica diferenca estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.

CtskeVAMPKal" B
i I W O i

A Ctskere/0 CtskeeIA

A8

~
=]

E Crel0
- ¢ CtsK

" CtsKCreAMPKatft

-
@

Células TRAP positivas/campo
-
o S

£

63



4.2.4 A delecio de AMPKal aumenta o niimero e a area de adipocitos da medula

ossea

Como ja foi elucidado na literatura, osteoblastos e adipdcitos t€ém a mesma origem:
as células mesenquimais. Sendo assim, os fatores que estimulam a adipogénese inibem a
osteoblastogénese e vice-versa. Ainda vale ressaltar que o aumento da adipogénese da
medula dssea esta correlacionada com a perda 6ssea medular (HO et al., 2017). Como ja
foi demonstrado nos experimentos anteriormente, a auséncia de AMPKal nos
osteoclastos aumenta a perda 6ssea in vivo. O proximo passo foi determinar se AMPKal
nos osteoclastos altera a quantidade de adipdcitos na medula 6ssea. Para isso, foi realizado
um ensaio de Hematoxilina e Eosina nas laminas histoldgicas para detectar os adip6citos
na medula 6ssea de animais Ctsk““? AMPKa1”/ e do controle (n = 5 por grupo). Nesses
dados, observa-se que os camundongos Ctsk““’AMPKal”/ aumentaram a adipogénese
da medula 6ssea em comparagao com camundongos controle (Figura 18A). Além disso,
camundongos Ctsk““’AMPK a1/ exibiram maior niimero e 4rea de adipocitos no fémur
quando comparados com camundongos de controle (Figura 18B-C). Portanto,

possivelmente AMPKal nos osteoclastos controla a adipogénese da medula 6ssea.

Figura 18. A delecio de AMPKaol aumenta o nimero e a area de adipécitos da medula éssea. (A)
Fotos representativas dos adipocitos na medula éssea do fémur do grupo Ctsk“®? e Ctsk”*’AMPKa 17/
(n=5) de animais com 12 semanas. As pecas foram fotografadas no aumento de 10x. (B) Quantificagdo dos
adipocitos. (C) Area dos adipécitos. A barra indica média + desvio padrio da média (n=7), de uma
representacdo de 2 experimentos independentes. ****p<0,0001 indica diferenga estatisticamente
significante, avaliados por teste t de Student.
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Como foi observado uma perda ¢ssea local, o proximo passo foi avaliar se a delecao
seletiva de AMPKal em osteoclastos pode alterar os niveis séricos de marcadores de
perda Ossea sist€émica. Para isso, foi analisado os niveis séricos de RANKL, OPG ¢ a
relacdo de RANKL/OPG no soro por ELISA. Observa-se que os animais do grupo
Ctsk*” AMPKal”/ apresentaram uma reducio dos niveis de OPG no sangue, ndo houve
diferenca estatistica dos niveis de RANKL e ha um aumento da relagio RANKL/OPG
quando comparado com o grupo controle Ctsk“*” (Figura 19). Com isso, sugere-se que

houve uma perda dssea sistémica.

Figura 19. A delecio de AMPKal induz um aumento nos niveis séricos de marcadores de perda 6ssea
sistémica. Avaliacdo dos niveis séricos de (A) osteoprotegerina (OPG), (B) RANKL e (C) a relagdo de
RANKL/OPG do sangue de animais Ctsk“*’ e Ctsk”*’AMPKa 1 por ELISA. A barra indica média +
desvio padrdo da média (n=5), de uma representagdo de 2 experimentos independentes. *P<0,05 indica
diferenca estatisticamente significante, avaliados por teste t de Student.
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4.2.5 AMPKal nao exacerba a perda dssea patolégica por ovariectomia

A ovariectomia ¢ um modelo que mimetiza a osteoporose, patologia que aumenta a
perda 6ssea (MAI et al., 2011). Para avaliar se nesse modelo AMPKal exacerbaria a
perda 6ssea, foi avaliado a microestrutura 6ssea dos animais Ctsk*” e Ctsk’” AMPK a1/
apods 30 dias de ovariectomia. Na Figura 20, observa-se que as imagens representativas
da reconstrugdo do osso em 3D de animais SHAM e OVX dos grupos Ctsk“? e Ctsk"
AMPKal/”.

Figura 20. Fotos representativas do fémures em 3D animais SHAM e ovariectomia. Imagens
representativas de fémures em 3D na posicio transversal do grupo Ctsk“? e Ctsk“*?AMPKal”/ (n=3) por
microtomografia uCT. (A) SHAM Controle de Ctsk*’, (B) OVX Ctsk“*’, SHAM Controle de
Ctsk*?AMPKal”/ e OVX ovariectomizados de Ctsk”*’AMPKal//.
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Posteriormente, os parametros 0sseos dos animais SHAM e OVX dos grupos
CstK? e CstK® AMPKa1”f foram analisados. Foi quantificado o volume 6sseo (BV),
a superficie o0ssea (BS), o niumero de trabéculas (Tb. n) e a separacdo de trabéculas
(Tb.Sp). Os dados mostraram uma reducao dos parametros 6sseos de BV, BS e Tb.n e um
aumento em Tb.Sp nos animais OVX quando comparados com o grupo SHAM do grupo
controle CstK®?, validando o modelo de osteoporose. No entanto, quando avaliado os
animais do grupo CstK°’AMPKa1"" ndo houve alteracdo significativa nos parametros
osseos dos animais SHAM e OVX (Figura 21). Sendo assim, esses dados demonstraram
que a AMPKal em osteoclastos ndo controla a perda dssea patologica em modelo de

ovariectomia.

Figura 21. AMPKal nio exacerba a perda ossea patologica induzida por ovariectomia. Avaliagdo da
microarquitetura 6ssea de fémures na posicao transversal de animais controles (SHAM) e ovariectomizados
(OVX) Ctsk®" (preto) e Ctsk*’ AMPK a1/ vermelho) por uCT. (A) Volume 6sseo (BV), (B) Superficie
ossea (BS), (C) Numero de trabéculas (Tb.N), (D) Separacdo de trabéculas (Tb.Sp). *P<0,05 indica
diferenga estatisticamente significante, avaliados por teste t de Student. A barra indica média + desvio

padrdo da média (n=3), de 1 experimento.
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5. Discussao

Os osteoclastos sao as unicas células capazes de reabsorver a matriz 6ssea. A
diferenciagdo celular e a reabsor¢do 6ssea demandam grandes quantidades de energia e a
proteina AMPK ¢ um sensor energético que regula a energia celular. AMPK ¢ expressa
em todas as células eucariontes e a subunidade al de AMPK ¢ altamente expressa no
tecido 6sseo tanto em osteoclastos como em osteoblastos (DAVIES et al., 1994). Estudos
prévios de Lee et al. (2010) mostraram que RANKL aumenta a expressdo génica de
AMPKal no processo de diferenciacao de osteoclastos. No entanto, ndo estava claro em
que momento da diferenciagdo, a proteina AMPKa estaria mais ativa. Neste contexto,
no presente estudo, verificamos que RANKL potencializa a expressdao proteica de
AMPKal e da sua forma ativa pAMPKal nas primeiras 24 horas da osteoclastogénese.
Além disso, observamos que apos 48 horas de diferenciagdo houve uma redugdo da
expressao proteica de AMPKal. Por isso, utilizamos animais seletivos para AMPKalem

mondcitos para deletar a AMPKal desde o inicio da diferenciagdo de osteoclastos.

NFATcl ¢ um dos principais fatores de transcri¢gdo em osteoclastos que induzem a
producdo de varias proteinas importantes para a fusdo celular como DC-STAMP ¢ a [33-
integrina (MIYAMOTO, 2011). DC-STAMP ¢ uma proteina transmembrana com a
porcdo C-terminal intracelular, expressa na superficie de osteoclastos e no reticulo
endoplasmatico que promove a formacdo de osteoclastos e ¢ importante para a fusdo
célula-célula. Esse processo de fusdo celular ¢ um curto periodo de desenvolvimento
celular, no qual mondcitos/macréfagos fundem-se formando células multinucleadas, os
osteoclastos. Camundongos knockouts para DC-STAMP ndo ocorre a fusdo dos
osteoclastos, apesar de apresentarem a expressdao de outros marcadores de osteoclastos e
da estruturas do citoesqueleto normalizados. (CHIU; RITCHLIN, 2016; KODAMA;
KAITO, 2020). J& a proteina [33-integrina ¢ essencial para reorganizacao do citoesqueleto
para que haja a adesdo dos osteoclastos na zona de selagem na matriz 6ssea mineralizada.
Além disso, as integrinas emitem sinais de alta afinidade nas lacunas de reabsor¢do para
que os osteoclastos fixem ainda mais na matriz 6ssea. (KODAMA; KAITO, 2020).
Alguns estudos demonstraram que farmacos inibidores nao-seletivos para as subunidades
de AMPK como, o Composto C, induz um aumento na expressao génica de Nfatcl e
Dcstamp in vitro (LEE et al., 2010). Um outro estudo avaliou que a delecdo de AMPKal
aumenta a expressao génica de Nfatcl, Acp5 e Destamp (KANG; VIOLLET; WU, 2013).
Porém, esses estudos ndao demonstraram a correlacdo entre a fusdo celular, a

multinucleacao dos osteoclastos e AMPK. Corroborando os estudos anteriores, nossos
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dados confirmam quea auséncia de AMPKal em mondcitos aumenta a expressao génica
de Nfatcl e Dcstamp.Além disso, verificamos que a expressao proteica de NFATcl e DC-
STAMP aumentaram com a dele¢do de AMPKal. Em acréscimo, observamos que a
auséncia de AMPKal aumentou a expressdo génica de Igzh3, sugerindo que o
osteoclastos estaria mais aderidona zona de selagem da matriz 6ssea. At¢ o momento
nossos dados sugerem que AMPKal ¢ essencial para regular a expressdo de marcadores
osteoclastogénicos de fusdo celular esugere que regula a adesao do osteoclastos na matriz

ossea.

A ativagdo de AMPK por Metformina inibe a osteoclastogénese em células de
linhagem de mondcitos/macréfagos imortalizadas (Raw 264.7) estimuladas com
RANKL. (PARK et al., 2020). Similarmente, Lee e colaboradores (2013) também
demonstraram que outros ativadores ndo seletivos da subunidade de AMPK como o
Resveratrol e a-LA inibem os marcadores da osteoclastogénese bem como a formagao de
osteoclastos. Nesse mesmo estudo, a supressdo de AMPKal em células da medula 6ssea
pela transfeccdo de RNA interferéncia para AMPK, demonstrou que houve um aumento
da expressao de proteinas das vias de sinalizagdo da osteoclastogénese como Akt, INK,
ERK e p-38, além de aumentar células TRAP positivas. Outro estudo in vitro, Kang e
colaboradores (2013) reportam que a deficiéncia total de AMPKal potencializa a
formagao de osteoclastos sob o estimulo de M-CSF e RANKL. Em consenso com os
estudos anteriores, os dados desse trabalho, confirmam que AMPKal potencializa a
osteoclastogénese. Em adicdo, observamos que a auséncia de AMPKal aumenta o
tamanho dos osteoclastos formados, por regular fatores de fusdo como Dcstamp e Itgh3.
Portanto, sugerimos que a AMPKal regula negativamente a diferenciacdo de osteoclastos

e 0 tamanho dos osteoclastos.

Nos mamiferos, um niimero limitado de células realizam a fusao para formar células
multinucleadas, tais como os mioblastos para a formacdo do musculo esquelético e
mondcitos e/ou macrofagos que sofrem fusdo para a formagdo de osteoclastos gigantes
multinucleados. A fusdo celular permite as células aumentarem de tamanho e realizarem
a sua func¢do (XING et al., 2012). A proteina AMPK regula a fusdo de mioblastos pelo
aumento da expressdo da proteina Miogenina (FU et al., 2013). A proteina DC-STAMP
¢ um marcador de fusdo celular, mas também ¢é responsavel pela multinucleagdo dos
osteoclastos (KODAMA; KAITO, 2020). Nos nossos dados como ja elucidado

anteriormente, AMPKal regula a expressao de DC-STAMP no osteoclastos, porém, até
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o momento, ndo ha evidéncias que comprove a relagdo entre os fatores de fusdo e
multinucleacao dos osteoclastos ¢ AMPK. Nesse estudo, verificamos que a deplecao de
AMPKal favorece um aumento da quantidade de nucleos por osteoclastos gigantes.
Logo, os nossos dados confirmam que o aumento do tamanho dos osteoclastos,
juntamente com o aumento de nucleos por célula, sugerem que AMPKal participa da

fusdo celular e regula a multinucleagdo dos osteoclastos gigantes.

Uma vez fundidos, os osteoclastos ja estdo maduros e reorganizam seu citoesqueleto
para aderirem a matriz 6ssea. O citoesqueleto forma filamentos de f-actina,formando o
anel de actina e a borda ondulada para selar a area de reabsorcao e para secretar os protons
de H+, respectivamente (MIYAMOTO, 2011). ). Ramos-junior e colaboradores (2016)
analisaram o papel da Quemerina na formagao do anel de actina e na reabsor¢ao 6ssea.
Osteoclastos maduros que foram tratados com Quemerina exibiramum anel de actina mais
evidente e maior area de reabsor¢do, apos 72 horas de diferenciagdo, sugerindo uma maior
adesdo a matriz dssea e a maior atividade dereabsorcdo. Interessantemente, no presente
trabalho, observamos que apos 48 horas de diferenciacao a delecao de AMPKal leva a
uma antecipagao da formagdo de osteoclastosmaiores e do anel de actina mais evidente.
Nossos dados, demonstraram que a auséncia de AMPKal aumenta a area do anel de
actina nos osteoclastos maduros, sugerindo uma maior adesdo dos osteoclastos na matriz
Ossea. Portanto, sugerimos que AMPK a1 regulaa formagao dos osteoclastos maiores, bem
como controla a reorganizagdo do anel de actina e a adesdo na matriz Ossea em

osteoclastos.

A reabsorcdo nos tecidos 0sseos ocorre pela degradagdao de componentes da matriz
extracelular como o coldgeno e os proteoglicanos. Essa degradacao da matriz ocorre
principalmente pela acdo da catepsina K e pelas metaloproteinases da matriz
(MMPs)(FULLER et al., 2010). A MMP-9 ¢ ativada e clivada por catepsina K. Um estudo
mostrou que AMPKal regula negativamente a osteoclastogénese in vitro pela via de
sinalizacdo IKKa/p38/MAPK além de aumentar a expressdo de catepsina K.
Similarmente a este estudo, Lee e colaboradores (2013) mostraram que o Composto C,
inibidor nao-seletivo de AMPK, também reduz a reabsor¢do Ossea in Vitro.
Controversamente, o estudo de Wang e colaboradores (2016) demonstraram que
osteoclastos co-cultivados com uma linhagem de osteoblastos (MC3T3-El), que
superexpressdo a subunidade ol de AMPK pela transfeccdo de lentivirus, reduzem

reabsor¢ao ossea. Com isso, o suposto papel de AMPKal na regulacdo da atividade dos
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osteoclastos nao esta totalmente claro. Desta forma no presente estudo avaliamos o papel
de AMPK sobre a expressao de enzimas necessarias para a fungdo dos osteoclastos. Foi
observado que a auséncia de AMPKal em mondcitos aumentou a expressao de Catepsina
K e MMP-9. Além disso, demonstramos que a AMPKal participa ndo somente da
expressdo das enzimas mas também do processo de reabsor¢do, pois a auséncia de
AMPKal aumenta da taxa de reabsor¢ao 6ssea em placas de hidroxiapatita. Sendo assim,

AMPKal ¢ imprescindivel para a regulacdo da reabsorc¢ao 6ssea in vitro.

A avaliacdo dos parametros Osseos pela microtomografia sdo precisos para
determinar a perda ossea in vivo. Alguns estudos prévios mostraram que o uso de
inibidores ndo-seletivos de AMPK em animais WT reduziram os parametros 6sseos,
induzindo a perda 6ssea in vivo (AHN et al., 2008). Kang et al (2013) reforcam que
animais com delecdo total de AMPKal reduziu os pardmetros dsseos de BV/TV,
aumentando a perda 6ssea in vivo. Em concordancia com esses estudos, os dados do
presente trabalho demonstram que houve um redugao dos parametros 6sseos de BV, Tb.
Th e Tb.n em animais com delegdo de AMPKal especificamente em osteoclastos. No
entanto, esses estudos da perda dssea utilizando moduladores gerais ou animais com
delegdo total de AMPKal ndo nos permite concluir se a perda dssea observada é
decorrente da deficiéncia de AMPKal em osteoclastos, osteoblastos ou ainda, em outro
tipo celular. Os dados histoldgicos do presente estudo demonstraram que a dele¢do
seletiva AMPKal em osteoclastos aumenta o nimero de células TRAP positivas. Desta
forma, pode-se especular que a delecdo seletiva de AMPKal leva a uma maior
suscetibilidade a osteoporose proveniente do aumento dos osteoclastos. Ainda, os dados
in vitro e in vivo confirmam que AMPKal exerce um papel protetor, impedindo a perda

ossea.

AMPK ¢ um sensor energético que regula a dindmica mitocondrial em varios tipos
celulares (MARIN et al., 2017). Galic e colaboradores (2011) demonstraram que a
delecao de AMPKf1 suprimem a expressao de enzimas mitocondriais em macrofagos.
Em condigdes de privacao energética, AMPK regula a fissdo mitocondrial e a mitofagia
(KROGH et al., 2016). As mitocondrias estdo em um equilibrio constante de divisdo e
fusdo, o que ¢ essencial para manter a qualidade e a quantidade das mitocondrias
(DETMER; CHAN, 2007b). As proteinas Mitofusina 1 (Mnf1) e Mitofusina 2 (Mnf2) sdo
essenciais para a fusdo mitocondrial (DETMER; CHAN, 2007a), enquanto a proteina

relacionada a dinamica 1 (DRP1) ¢ importante para fissdo mitocondrial (OTERA et al.,
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2010). Um estudo recente, demonstrou que para regular a autofagia em miofibroblastos
em condicdes de estresse energético, AMPK transloca do citosol para a membrana do
reticulo endoplasmatico associada com a mitocondria (MAM) e interage diretamente com
a Mnf2 (HU et al., 2021). No entanto, ndo estava claro a interacio de AMPKal na
dindmica mitocondrial. Nesse presente estudo, observamos que a auséncia de AMPKal
aumentou expressdo de génica de Mnfl e Mnf2. Curiosamente, verificamos ainda um
aumento na area das mitocondrias em osteoclastos com auséncia de AMPKal. Com isso,
sugere-se que AMPKal regula a biogénese mitocondrial pela fusdo das mitocondrias.
Além disso, possivelmente AMPKal controla a demanda energética na diferenciagao de

osteoclastos e na reabsor¢ao 6ssea por meio da reorganizacao mitocondrial.

Nossos dados mostraram que a auséncia de AMPKal leva uma perda 6ssea medular
proveniente do aumento da osteoclastogénese e induz uma adipogénese na medula ossea.
Ja € do conhecimento que as células mesenquimais originam tanto osteoblastos quanto
adipocitos. Uma vez induzida a via de adipogénese, os osteoblastos sdo inibidos e o
mesmo ocorre o contrario. A perda Ossea medular proveniente do aumento da
osteoclastogénese gera um aumento da adipogénese na medula 6ssea (HO et al., 2017).
Portanto, nossos dados sugerem que a delecdo de AMPKal aumenta a adipogénese na
medula e inibe a osteoblastogénese. Além disso, sugerimos que AMPKal controla a

perda 6ssea medular proveniente do aumento de células TRAP positivas.

A osteoporose ¢ uma condicdo patologica que leva a fragilidade ossea, fraturas e
perda Ossea. A ovariectomia ¢ um modelo que mimetiza a osteoporose. Jeyabalan e
colaboradores (2012) demonstraram que animais com delecdo total de AMPKal
submetidos a ovariectomia reduziram os parametros 0sseos, levando uma perda Ossea
patologica (JEYABALAN et al., 2012). Em outro estudo, animais WT ovariectomizadas
tratados com o ativador ndo seletivo de AMPK, a Metformina, inibe a perda ¢ssea nesses
animais (MALI et al., 2011). Afim de analisar se a delecdo seletiva de AMPKal em
osteoclastos exacerbaria a perda 6ssea em modelo de osteoporose, os animais com dele¢do
seletiva de AMPKal em osteoclastos foram ovariectomizadas. Observamos quendo
houve diferenca estatistica nos parametros osseos de BV, BS, Tb.n e Tb.Sp, ndo
exacerbando a perda 6ssea patologica.

Ao longo deste estudo, foi observado que a enzima AMPKal nos osteoclastos
regula negativamente a diferenciacdo de osteoclastos, uma vez que a auséncia dessa

enzima levou a um aumento do namero e do tamanho dos osteoclastos in vitro. Isso foi
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confirmado pelo aumento de expressao dos marcadores de fusdo dos osteoclastos com
delecao seletiva para AMPKal. Observamos ainda que a multinucleacao dos osteoclastos
gigantes bem como a area do anel de actina ¢ regulado pela AMPKal. Os nossos dados
ainda confirmam que AMPKal controla a perda dssea in vitro e in vivo. Nos osteoclastos
sem AMPKal, ha uma maior expressao génica de marcadores de fusao mitocondrial e
maior area das mitocondrias. Além disso, em animais com a delecao seletiva de AMPKal
em osteoclastos apresentaram osteoporose espontanea proveniente do aumento de células
TRAP positivas. Nossos dados ainda demonstram que em condic¢des patoldgicas em que
se mimetiza a osteoporose em animais deficientes de AMPKal em osteoclastos, ndo ha

uma progressao da doenga.
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6. Conclusao

AMPKal participa da osteoclastogénese, fusdo celular e da multinucleagao dos
osteoclastos. A AMPKal ¢ essencial para a dinamica mitocondrial nos osteoclastos,
principalmente na fusao mitocondrial. A AMPKal ¢ importante para reabsor¢ao 6ssea in
vitro e in vivo. A delecao de AMPKal em osteoclastos leva a osteoporose espontanea,
porém a perda dssea nao € exacerbada em modelo de ovariectomia. Portanto, esse estudo
¢ importante para melhor entender o papel de AMPKal na biologia dssea e contribui para

que novas terapias avancem no tratamento de patologias dsseas.
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