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RESUMO

Ferreira LS. Avaliagdo in vitro da interacdo do hormonio tireoideano com o
sistema nervoso simpatico, via receptores alfa 2 adrenérgicos, no tecido 6sseo
e em osteoblastos [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2021.

Estudos prévios do nosso grupo revelaram que ha uma interacdo entre o
hormonio tireoideano (HT) e o sistema nervoso simpético (SNS) para regular a
massa 0ssea de camundongos, envolvendo a via dos adrenoceptores a2. O
objetivo deste estudo foi avaliar se o adrenoceptor a2C (a2C-AR) medeia
acdoes diretas do SNS no tecido 0sseo e, mais especificamente, em
osteoblastos; além de avaliar se o HT interage com a via de sinalizacdo do
a2C-AR localmente no 0ssO e nos osteoblastos para regular o crescimento,
diferenciacdo e atividade dessas células. Para tanto, realizamos estudos in
vitro utilizando culturas de o6rgédos de tibia e fémur e culturas primarias de
osteoblastos derivados de camundongos selvagens (Selv) e com knockout do
02C-AR (a2C-AR”). As culturas foram tratadas com UK (10 M), um agonista
02 adrenérgico; com T3, em dose suprafisiolégica (10 M); ou com a
combinacdo de ambos (T3+UK). Nos fémures e tibias (culturas de 6rgaos)
provenientes de camundongos Selv e KO, o T3 promoveu aumentos
significativos na expressdo génica da osteocalcina (Ocn), a proteina nédo
colagena mais abundante da matriz 6ssea e um importante marcador da
diferenciacdo osteoblastica. Entretanto, esse efeito ndo foi observado nas
culturas tratadas com T3+UK, indicando que a ativacdo dos receptores a2
adrenérgicos pelo UK blogueou o efeito positivo do T3 sobre a expressao da
Ocn. O T3 tendeu a reduzir a expressdo da osteoprotegerina (OPG), um
potente agente anti-osteoclastogénico, nas culturas de érgaos Selv, enquanto
que reduziu significativamente a expressao da OPG nas culturas KO. O UK
reduziu significativamente a expressdo da OPG nos ossos Selv e a2C-AR™,
sendo que esse efeito foi mais relevante nos ossos KO. Nas culturas primarias
de osteoblastos, o T3 diminuiu o crescimento das células Selv e KO, sendo de
maneira mais intensa nestas Ultimas. O UK também diminuiu o crescimento
celular nos osteoblastos Selv e KO, entretanto, o seu efeito também foi mais
potente nas células a2C-AR”-. O efeito inibitério do UK sobre o crescimento
celular foi mais relevante do que o do T3, especialmente nas culturas a2C-AR"
. Aléem disso, o T3 intensificou o efeito negativo do UK e vice-versa sobre o
crescimento das células a2C-AR”-. Nas culturas primarias de osteoblastos Selv
e KO, o T3 induziu e o UK inibiu a formag&o de nédulos de mineralizacdo. Além
disso, o UK bloqueou o efeito positivo do T3 sobre a formacéo desses nodulos.
Corroborando o que foi observado nas culturas de érgdos, o T3 estimulou a
expressao da Ocn, enquanto que o UK bloqueou esse efeito positivo do T3 nas



culturas primarias de osteoblastos Selv e KO. O T3 ou UK reduziu a expresséo
da OPG nas células Selv e KO. Em conjunto, esses achados sugerem que 0
SNS tem acdes diretas e osteopénicas no tecido désseo e, mais
especificamente, nos osteoblastos, mediadas por receptores a2 adrenérgicos.
Além disso, esses achados suportam a hipotese de que ha uma interacéo entre
a via de sinalizagao dos receptores a2 adrenérgicos com a via de sinalizagao
do T3 em osteoblastos para regular o crescimento celular e diferenciacéo
dessas células.

Descritores: Horménio tireiddeos; Sistema nervoso simpético; Receptores
adrenérgicos alfa 2; Tecido 6sseo; Osteoblastos; Metabolismo 0sseo.



ABSTRACT

Ferreira LS. In vitro evaluation of the interaction of thyroid hormone with the
sympathetic nervous system, via alpha 2 adrenergic receptors in bone tissue
and osteoblastos [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Previous studies from our group revealed that there is an interaction between
thyroid hormone (TH) and the sympathetic nervous system (SNS) to regulate
mouse bone mass, involving the a2 adrenoceptor pathway. The aim of this
study was to evaluate whether the a2C adrenoceptor (a2C-AR) mediates direct
actions of the SNS in the bone tissue and, more specifically, in osteoblasts; as
well as to assess whether TH interacts with the a2C-AR signaling pathway
locally in bone and osteoblasts to regulate the growth, differentiation, and
activity of these cells. To this end, we performed in vitro studies using tibia and
femur organ cultures and primary cultures of osteoblasts derived from wild-type
(WT) and a2C-AR knockout (a2C-AR”) mice. The cultures were treated with
UK (10 M), an a2 adrenergic agonist; with T3, in supraphysiological dose (10
M); or with a combination of both (T3+UK). In femurs and tibias (organ cultures)
derived from WT and KO mice, T3 promoted significant increases in gene
expression of osteocalcin (Ocn), the most abundant non-collagenous protein of
the bone matrix and an important marker of osteoblast differentiation. However,
this effect was not observed in T3+UK-treated cultures, indicating that activation
of a2 adrenergic receptors by UK blocked the positive effect of T3 on Ocn
expression. T3 tended to reduce the expression of osteoprotegerin (OPG), a
potent anti-osteoclastogenic agent, in WT organ cultures, while it significantly
reduced OPG expression in KO cultures. UK significantly reduced OPG
expression in WT and a2C-AR”- bones, and this effect was more relevant in KO
bones. In primary cultures of osteoblasts, T3 decreased growth in Selv and KO
cells, and more intensely in the latter. UK also decreased cell growth in WT and
KO osteoblasts, however, its effect was also more potent in a2C-AR” cells. The
inhibitory effect of UK on cell growth was more relevant than that of T3,
especially in a2C-AR cultures. Moreover, T3 intensified the negative effect of
UK and vice versa on cell growth in a2C-AR” cultures. In primary WT and KO
osteoblast cultures, T3 induced and UK inhibited the formation of mineralization
nodules. Furthermore, UK blocked the positive effect of T3 on the formation of
these nodules. Corroborating what was observed in organ cultures, T3
stimulated Ocn expression, whereas UK blocked this positive effect of T3 in
primary WT and KO osteoblast cultures. T3 or UK reduced OPG expression in
WT and UK cells. Taken together, these findings suggest that the SNS has
direct and osteopenic actions on bone tissue and, more specifically, on



osteoblasts, mediated by a2 adrenergic receptors. Furthermore, these findings
support the hypothesis that there is an interaction between the a2 adrenergic

receptor signaling pathway and the T3 signaling pathway in osteoblasts to
regulate cell growth and differentiation of these cells.

Descriptors: Thyroid hormones; Sympathetic nervous system,;

Receptors adrenergics alpha 2; Bone tissue; Osteoblasts; Bone metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo mineralizado, composto por uma
ampla matriz extracelular (MEC), constituida por uma porcéo organica (35%) e
outra inorganica (65%). A maior porcentagem da matriz organica (90%) é
composta por colageno tipo | (Col I) e o restante (10%), por proteinas nao
colagenas, mucopolissacarideos acidos e lipides. A matriz inorganica €
composta principalmente por calcio e fésforo, que se organizam em
nanocristais de hidroxiapatita. Tal composicdo proporciona rigidez e
elasticidade ao tecido 6sseo, conferindo-lhe grande capacidade para suportar
as demandas mecanicas e resistir a fraturas 6sseas [1].

A porcéao celular representa de 1% a 2% do tecido 6sseo, sendo que as
principais células que compdem esse tecido sao: (a) as células
osteoprogenitoras, derivadas de células mesénquimais, dao origem aos
osteoblastos; (b) os osteoblastos, células responsaveis pela formacédo Ossea,
sintetizam os principais componentes organicos da MEC (colageno e varias
proteinas ndo colagenas); (c) os ostedcitos, as células mais abundantes do
tecido 6sseo, tém varias funcbes, dentre elas a deteccédo do estado quimico e
mecanico da MEC, e o controle do remodelamento 6sseo; (d) as células de
revestimento ou de superficie, consideradas osteoblastos quiescentes, sao
responsaveis pela protecdo das superficies Osseas, além de atuarem no
controle do remodelamento 6sseo; e, finalmente, (e) os osteoclastos, derivados
de células tronco hematopoiéticas, sdo responsaveis pela reabsor¢cao 0ssea
(Fig. 1) [2, 3].
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Pr—

FORMAGAO MINERALIZACAO QUIESCENCIA —

|
Células Mesenquimais
Osteoprogenitoras

® )

Pré-Osteoblasto O

l Células de Revestimento

——Ostedide
Osteoblasto

— 0550 Novo

-

S Ostedcitos = Oss0 "Velho

Figura 1 — Formac&o, Mineralizacdo e Quiescéncia Ossea. (Fonte - Application Note

- Osteoblast Differentiation and Mineralization - PromoCell GmbH - Adaptado).

E digno de nota que os ostedcitos e células de revestimento derivam dos
osteoblastos e, portanto, pertencem a mesma linhagem celular. Todo ostedcito
um dia foi um osteoblasto que se tornou encarcerado pelo seu proprio produto,
a MEC. Esse encarceramento promove mudancas morfofuncionais nessas
células, tornando-as representantes do estagio final de diferenciacdo
osteoblastica. Por outro lado, as células de revestimento sdo osteoblastos em
estado de quiescéncia, ou seja, osteoblastos que néo estdo sintetizando os
componentes da MEC de forma importante [4].

Ao longo da vida, o tecido 6sseo é continuamente remodelado, sendo,
portanto, um tecido dinamico. A remodelacdo 0ssea continua € necessaria para
a manutencdo da matriz 0ssea, para o reparo de fraturas ésseas, para a
adaptacdo do esqueleto ao estresse mecéanico e para o metabolismo mineral
[3].

O remodelamento 6sseo € um processo complexo, onde as atividades
dos osteoclastos (reabsorcdo 6ssea) e osteoblastos (formacdo 6ssea) devem

estar acopladas e balanceadas. Nesse processo, 0s osteoclastos reabsorvem
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matriz 6ssea (“osso velho”) e, em seguida, os osteoblastos repdem a mesma
quantidade de matriz reabsorvida (“osso novo”), quando o individuo é jovem.
Dessa forma, o tecido 6sseo vai sendo renovado e a sua massa e integridade
sdo mantidas. Quando ha um desbalanco positivo no remodelamento 6sseo, ou
seja, quando a formacao € maior do que a reabsorcado, ocorre ganho de massa
0ssea. O contrario ocorre em um desequilibrio negativo (reabsorgdo maior do
gue formacéao), levando a perda de massa 0ssea [5].

O desequilibrio positivo e negativo podem ser patoldgicos,
caracterizando doengas como a osteopetrose e osteoporose, respectivamente
[5]. O desequilibrio negativo € comumente observado durante o processo de
envelhecimento, especialmente em mulheres que se encontram na pos-
menopausa, o que pode levar a uma menor resisténcia 6ssea e ao aumento do

risco de fraturas dsseas [6].

1.2. Horménio Tireoideano

A glandula tiroide, localizada antero-lateralmente a traqueia e a parte
distal da laringe, tem como principais produtos a tiroxina (T4) e a triiodotironina
(T3) [7]. Estes sdo compostos resultantes da ligacdo de duas moléculas de
tirosina iodadas.

Nos mamiferos, o T4 corresponde a cerca de 60-90 % da producéo
tiroidiana e o T3, a 10-40 %, sendo que outras iodotironinas inativas
biologicamente, como a diiodotironina (T2) e T3 reverso (rT3), correspondem a
1%. O T4 basicamente funciona como um pré-hormonio, sendo convertido a
forma ativa dos horménios tireoideanos (HT), o T3, por acdo de enzimas
celulares, as desiodases das iodotironinas. Essa conversdo ocorre na propria
tiroide e, principalmente, em tecidos alvo do HT [8, 9].

Trés tipos de desiodases das iodotironinas foram identificados em
tecidos de mamiferos, as desiodases do tipo I, Il e Ill (D1, D2 e D3,
respectivamente). A D1 converte T4a T3, T4 arT3 e T3 a T2, sendo, portanto,
ativadora e inativadora dos HTs. A D2 converte T4 aT3 erT3aT2. O T4 é o
principal substrato da D2, o que faz dela uma enzima prioritariamente ativadora

do T4. A D3 é a principal inativadora dos HTs, convertendo T4 arT3,e T3a T2.
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O hipotireoidismo regula positivamente a atividade da D2 e negativamente a
atividade da D3, sendo o oposto observado em casos de tireotoxicose [9].

As acBes do HT nos tecidos sdo primariamente resultado da sua
interacdo com 0s seus receptores nucleares (TRs), que séo fatores de
transcricdo induziveis pelo HT. Esses ligam-se aos elementos responsivos do
hormonio tireoideano (TRES), que séo regides especificas dos genes alvo. A
interacdo TR-TRE modifica expressdo génica, aumentando ou diminuindo a
taxa de transcricdo génica, o que envolve o recrutamento de coativadores ou
correpressores. H& quatro isoformas classicas de TRs codificadas por dois
genes [10], o TRa e TR}, localizados nos cromossomos 17 e 3 em humanos,
respectivamente. O TRB codifica 0 TRB1 e TRB2, enquanto o TRa codifica o
TRal e TRa2. Essa ultima isoforma ndo se liga ao T3 e pode funcionar como
um antagonista do TRal e TRB1 [11].

O HT é requerido para o metabolismo normal da maioria dos tecidos.
Além disso, o HT tem acfes criticas na diferenciacdo e crescimento dos

tecidos, incluindo o tecido ésseo [12, 13].

1.3. Horménio Tireoideano e suas a¢des no Tecido Osseo

O HT é essencial para o desenvolvimento e metabolismo 6sseos [12-14].
Durante o desenvolvimento, a deficiéncia do HT causa atraso generalizado na
ossificagcdo intramembranosa e endocondral, somando-se a importantes
alteracdes na lamina epifisial (LE), tais como reducdo da sua espessura,
desorganizacdo das colunas de condrdcitos e prejuizo na diferenciacdo de
condrécitos proliferativos (CP) em condrdcitos hipertroficos (CH), resultando
em reducdo do crescimento e anormalidades esqueléticas [15]. Por outro lado,
0 excesso de HT resulta em maturacdo esquelética acelerada com fechamento
prematuro da LE e subsequente diminuigdo do crescimento longitudinal ésseo
[16].

Quanto ao metabolismo 6sseo, o HT estimula tanto a formac&o quanto a
reabsorcdo Ossea, uma vez que regula a atividade dos osteoblastos e
osteoclastos [17, 18]. Em condi¢cdes de excesso de HT, a atividade dessas

duas populacBes celulares esta aumentada com predominio da atividade
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osteoclastica, levando a diminuicdo da massa Ossea. Por outro lado, no
hipotireoidismo, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos encontra-se
reduzida, levando a desaceleracdo do remodelamento 6sseo, o que pode
resultar em um ligeiro aumento da massa 6ssea [16].

O HT pode afetar o esqueleto indiretamente, alterando a sintese e/ou
secrecdo de outros horménios. Exemplos sdo o horménio de crescimento e
IGF-I (insulin-like growth factor-1), cuja expressdo génica e proteica sdo
reguladas pelo HT. Por outro lado, h&a evidéncias de que o HT também age
diretamente no esqueleto, alterando a expresséo de varios genes relacionados
ao desenvolvimento e metabolismo 6sseos [19, 20].

As acles diretas do HT no esqueleto sdo primariamente resultado da
sua interacdo com os TRs. O TRal, TRa2 e TRB1 sdo expressos nas principais
células esqueléticas, os osteoblastos, osteoclastos e condrécitos [21, 22],
entretanto, a participacdo funcional de cada uma dessas isoformas no
desenvolvimento e metabolismo O6sseos ainda ndo foi completamente
esclarecida. Sabe-se que o TRal é a isoforma predominante no tecido 6sseo
[23-26], entretanto, estudos do nosso grupo mostram que o TRB1 medeia
importantes efeitos do T3 em células osteoblasticas de ratos e camundongos
[20] e, especialmente, no esqueleto de ratos em desenvolvimento [27].

Uma série de estudos mostra a¢des diretas do HT em osteoblastos [28-
30], por outro lado, ainda ndo ha um consenso se a acdo do HT nos
osteoclastos é direta ou se atua indiretamente através dos osteoblastos [13, 28,
30, 31]. Até o presente momento, ndo ha relatos sobre acées diretas do HT em
ostedcitos [13].

Apesar das reconhecidas acées do HT no esqueleto, os mecanismos de

acdo do hormoénio tireoideano no tecido 6sseo ainda sdo pouco conhecidos.

1.4. Sistema Nervoso Simpatico

O Sistema Nervoso Autdnomo (SNA), juntamente com o Sistema
Nervoso Somatico (visceral), constitui 0 componente eferente do Sistema
Nervoso Central (SNC) que controla a maioria das fungbes viscerais do

organismo, tendo como alvo o musculo cardiaco, o musculo liso, as glandulas e
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parte do tecido adiposo marrom (multilocular). O SNA recebe esta
denominacéo em funcdo das suas acdes ocorrerem de forma autbnoma, nao
atingindo o nivel de consciéncia, ou seja, sdo acfes automaticas que
independem da nossa vontade. O controle autonémico garante a homeostase
do meio interno, diante das perturbacbes exercidas pelos ambientes externo e
interno [32, 33]. Para tanto, esse sistema controla, por exemplo, a pressao
arterial, a frequéncia cardiaca, a sudorese, a temperatura corporal, a glicemia e
muitas outras funcgdes.

O SNA é ativado por sinais provenientes da medula espinal, tronco
cerebral e hipotalamo, sendo que sinais provenientes do coértex cerebral
também podem influenciar o controle autonémico. Os neurbnios autonémicos
atuam nos diferentes 6rgaos do corpo através de duas subdivisdes, o Sistema
Nervoso Parassimpatico (SNP) e Sistema Nervoso Simpatico (SNS) [32] (Fig.
2). Nesses dois sistemas, a inervagao dos tecidos alvo ocorre através de uma
via de dois neurdnios autonbmicos dispostos em série. O primeiro,
denominado neurbnio pré-ganglionar, esta localizado no SNC e o seu axbnio
(mielinico) projeta-se para um géanglio autonémico, localizado fora do SNC,
onde faz sinapse com um neurbnio pos-ganglionar, cujo axénio (amielinico)

inerva o efetor (musculo liso e cardiaco ou glandula).
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Figura 2 - Subdivisbes do Sistema Nervoso. (Fonte - Farley, A., Johnstone, C.,
Hendry, C., & McLafferty,E. (2014). Nervous system: part 1. Nursing Standard, 28(31), 46-51.
doi:10.7748/ns2014.04.28.31.46.e7004 - Adaptado).
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E digno de nota que os tecidos e 6rgdos alvos (efetores) do SNA
normalmente apresentam atividade espontanea e independente da inervacao
autonomica. Entretanto, o SNA, através do SNS e SNP, modula esta atividade
espontanea, ativando-a ou inibindo-a. A maioria dos efetores tem inervacéo
dupla, ou seja, simpatica e parassimpatica, sendo que os dois sistemas
normalmente tém ac¢Bes modulatorias antagdnicas sobre eles [34].

A maioria das acOes simpaticas resultam na intensificacdo das
atividades metabdlicas e da vigilia, preparando o corpo para situacfes de
emergéncia, o que faz com que o SNS seja chamado de sistema de “fuga-ou-
luta”. Exemplos de respostas simpaticas sdo o aumento da frequéncia cardiaca
e respiratéria, dilatacdo das pupilas, aumento da sudorese, boca seca,
dilatacdo dos vasos sanguineos dos 0Orgdos que atuam em situacdo de
estresse (por ex., coracdo e musculo esquelético) e constricdo dos vasos
sanguineos dos 6rgdos nao envolvidos em situacdo de estresse (por ex., O
trato gastrintestinal e rins) [35]. Por outro lado, o SNP é frequentemente
referido como sistema de “repouso-e-digestdo”, uma vez que as suas acles
favorecem a conservacao e reestabelecimento de energia corporal [7].

Além de diferencas funcionais entre os dois sistemas autondmicos (SNS
e SNP), ha também diferencas anatbmicas. A seguir, sera feita uma breve
descricdo da organizacao anatébmica do SNS.

No SNS, os neurbnios pré-ganglionares estdo situados na substancia
cinzenta da medula espinal, principalmente no corno lateral, entre o0s
segmentos T1 a L2 (parte toracolombar do SNA). Os axodnios desses neurdnios
(fiboras mielinicas) emergem da medula espinal pela raiz ventral dos nervos
espinais, juntamente com o0s ax6nios dos motoneurbnios espinais, e logo
compdem um feixe (Qque emerge do ramo ventral do nervo espinal), 0 ramo
comunicante branco, para se projetarem para 0S ganglios simpaticos,
localizados préximo a coluna vertebral (compondo o tronco simpéatico ou cadeia
simpatica paravertebral — uma de cada lado da coluna vertebral). Ja o axénio
pos-ganglionar (amielinico) se direciona para o ramo anterior de um nervo
espinal, através do ramo comunicante cinzento, para se projetar e suprir 0s
orgaos e tecidos efetores, situados longe dos géanglios simpéaticos. Dessa

forma, as fibras pré-ganglionares sao curtas e as fibras pds-ganglionares sao
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longas. Vale ainda dizer que uma fibra pré-ganglionar simpatica tem muitos
ramos colaterais axonios, podendo fazer sinapse com 20 ou mais neurdnios
pos-ganglionares, permitindo que respostas  simpaticas  afetem
simultaneamente quase todo o corpo [36].

Os principais neurotransmissores das fibras pré e pés-ganglionares
simpéticas sdo, respectivamente, a acetilcolina e a noradrenalina (NA). Assim
sendo, as fibras simpaticas pré-ganglionares sao colinérgicas e as pos-

ganglionares sao adrenérgicas [37]. (Fig.3)
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Figura 3 — Vias dos Sistemas Simpético e Parassimpético. (A) As vias simpéticas
sdo distinguidas por ganglios dispostos muito proximos do SNC. Elas usam a noradrenalina
(NA) como o neurotransmissor péds-ganglionar. (B) As vias parassimpaticas geralmente
possuem o0s seus ganglios proximos ao tecido alvo e usam a acetilcolina (ACh) como

neurotransmissor pos-ganglionar. (Fonte: Criagdo proprio autor)

Um grupo de fibras simpaticas pré-ganglionares também se projeta até a
medula das glandulas supra-renais, ondem inerva as células cromafins e
estimula a libragdo de uma mistura de horménios conhecidos como
catecolaminas, sendo um deles a adrenalina, NA e dopamina. A adrenalina e

NA representam, aproximadamente e respectivamente, 80% e 20% da
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secrecdo hormonal da medula. As catecolaminas, derivadas da medula da
supra-renal, circulam pelo corpo e intensificam as respostas estimuladas pelos
neurdnios pos-ganglinares simpaticos (adrenérgicos) [7].

As catecolaminas transmitem seus sinais bioldgicos nas células alvo
através de receptores de membrana acoplados a proteina G, os receptores
adrenérgicos [38-40]. Sao conhecidos nove subtipos de receptores
adrenérgicos, os quais se subdividem em: al (alA, alB e alC) [41], a2 (a2A,
a2B e a2C) e B (B1, B2 e B3) [42]. Todos os nove subtipos de receptores
adrenérgicos sdo ativados pela adrenalina e NA. Todas as isoformas de
receptores B adrenérgicos (B-AR) estimulam a adenilatociclase (AC) e,
portanto, induzem a sintese de 3’,5’-adenosina ciclico (AMPc) [43], que € o
segundo mensageiro das acbes da NE, mediadas pelos receptores B-AR. Por
outro lado, os receptores a2 inibem a AC e, portanto, diminuem a formagéo de
AMPc, antagonizando as a¢des mediadas pelos receptores B-ARs [42, 43].

Os receptores adrenérgicos a2 (a2-ARs) estdo localizados em
membranas pré-sindpticas de terminacfes simpaticas e em neurdnios
adrenérgicos do SNC, onde atuam como autorreceptores (Fig.4). Este tipo de
receptor modula a liberagdo de neurotransmissores pelo proprio neurdnio.
Assim sendo, o0s autorreceptores a2-ARs modulam a liberacdo de
catecolaminas, regulando negativamente a sua liberacdo. Os a2-ARs também
estdo localizados em neurbnios ndo adrenérgicos, onde atuam como

heteroceptores, modulando a liberagédo de outros neurotransmissores [42, 44].
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Figura 4 — Receptores a2 adrenérgicos (a2-AR) como Autorreceptores e
Heteroceptores. Os a2-ARs estdo localizados em membranas pré-sinapticas de terminacdes
simpaticas e em neurbnios adrenérgicos do SNC, onde atuam como autorreceptores,
modulando negativamente a libera¢@o de catecolaminas. Na auséncia dos autorreceptores a2,
h& aumento da liberacdo de catecolaminas com aumento do tonus simpatico. Os a2-ARs
também estao localizados em neurdnios ndo adrenérgicos, onde atuam como heteroceptores,
modulando a liberagdo de outros neurotransmissores. Como heteroceptores atuam no
processo de analgesia, sedacédo e termogénese, dentre outras acdes. (Fonte - Gilsbach R,
Hein L. Are the pharmacology and physiology of a, adrenoceptors determined by a,-
heteroreceptors and autoreceptors respectively? Br J Pharmacol. 2012 Jan;165(1):90-102. doi:
10.1111/j.1476-5381.2011.01533.x. PMID: 21658028; PMCID: PMC3252969 - Adaptado)

Ha evidéncias de que, como heteroceptores, os a2-ARs atuam no
processo de analgesia e seda¢do, e na modulacdo do comportamento e dor
[45]. Esses receptores vém sendo detectados em uma série de tecidos e
estruturas nao nervosas, incluindo vasos, veias, miométrio e ilhotas
pancreaticas [41], onde atuam, por exemplo, na regulacdo da pressao arterial e
na modulacéo da liberacéo de insulina.

Os receptores adrenérgicos al (al-ARs) atuam principalmente na
regulacao do tbnus vascular e no desenvolvimento cardiaco, além de participar
da modulacdo do comportamento. Esses receptores al-ARs localizam-se no

SNC, atrio direito, ventriculo, figado, baco, ileo, glandulas parétidas, mucosa
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nasal, bexiga, uretra, corpo cavernoso prostata e também nos vasos e veias de

diversos tecidos [41, 45].

1.5. Sistema Nervoso Simpatico e suas acdes no Tecido Osseo:

Papel dos Adrenoceptores a2

Evidéncias sugerem que o SNS regula o remodelamento 0sseo através
da via dos receptores B2 adrenérgicos, expressos em osteoblastos [46, 47].
Demonstrou-se que a ativacdo B2 adrenérgica no tecido 0sseo resulta em
reducdo da formacéo 6ssea e em aumento da reabsorcao 0ssea. Assim sendo,
espera-se que a diminuicdo e 0 aumento da ativacdo simpatica resultem em
fendtipo de alta e baixa massa 6ssea respectivamente [46].

O papel do SNS no controle do remodelamento 6sseo foi corroborado
pelo fendtipo de alta massa 6ssea (AMO) observado em modelos de animais
com baixa atividade simpética, como os camundongos Ob/Ob, que sdo obesos
e deficientes de leptina, um horménio que ativa o SNS quando administrado
centralmente (no Il Ventriculo) [46, 48]. Um outro modelo de baixa atividade
simpatica e AMO é o camundongo deficiente da dopamina B-hidroxilase (DbH"
), uma importante enzima, responsavel pela sintese de catecolaminas [49].
Esses dois modelos animais (camundongos Ob/Ob e DbH™), entretanto,
apresentam disfungcdes endodcrinas (hipercorticismo, hiperinsulinemia e
hipogonadismo) que podem afetar o metabolismo 6sseo e interferir nos efeitos
do SNS no osso.

Uma evidéncia mais clara do papel dos receptores 32 adrenérgicos na
mediacdo das acdes do SNS no tecido 0sseo é a observacdo de que a
administracdo de agonistas e antagonistas [(-adrenérgicos levam,
respectivamente, a perda e ao ganho de massa 0ssea [45, 49, 50]. Uma outra
importante comprovacdo da acdo negativa da ativacdo simpética no
remodelamento 0sseo se deu através do estudo de animais com inativacédo
génica (knockout = KO) desses receptores, os camundongos B2-AR”-. Esses
animais nado apresentam anormalidades enddcrinas ou metabolicas, mas
apresentam um fenétipo de AMO a partir dos 6 meses de idade, decorrente do

aumento da formacgédo e diminuicdo da reabsorcdo 6ssea. Além disso, esses
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camundongos sao resistentes a perda de massa Ossea induzida por
ovariectomia, o0 que chama a atencéo para a relevancia das a¢des do SNS no
remodelamento ésseo [47].

Diante desses achados, 0 nosso grupo investigou se 0s receptores a2
adrenérgicos (a2-AR) também medeiam acbes do SNS no esqueleto.
Demonstramos que os adrenoceptores a2A, a2B e a2C (a2A-AR, a2B-AR e
a2C-AR) sdo expressos nas principais células 6sseas (osteoblastos, ostedcitos
e osteoclastos) e em condrécitos da LE, dos centros de ossificacdo
secundéarios, e da cartilagem articular. Pudemos observar, ainda, que
camundongos com duplo KO dos genes do a2A-AR e do a2C-AR (a2A/a2C-
AR apresentam um fenotipo AMO [41]. Esse achado foi surpreendente uma
vez que esses camundongos apresentam niveis seéricos elevados de
catecolaminas e expressam o0s adrenoceptores B2 [51], que medeiam acdes
negativas do simpético no osso [46, 47, 52]. Como descrito anteriormente, 0s
adrenoceptores a2 atuam como autorreceptores, inibindo a liberacdo das
catecolaminas. Assim sendo, na auséncia desses receptores, ha aumento da
liberacdo de NE, com consequente aumento do tbnus simpético [51].
Considerando-se o fenétipo de alta atividade simpatica dos camundongos
02A/a2C-AR"-, esperava-se que apresentassem um fenotipo de baixa massa
o0ssea (BMO). Em contraste, o fenétipo de AMO sugeriu que o0 2-AR néo é o
anico adrenoceptor envolvido no controle do metabolismo ésseo, além de
sugerir que o0 a2A-AR e/ou a2C-AR pudessem mediar acdes catabdlicas do
SNS no tecido 6sseo.

Para desvendar os papéis especificos dos diferentes subtipos dos
adrenoceptores a2, vimos que camundongos com inativacdo isolada do a2C-
AR (02C-AR”") apresentam baixa massa 6ssea no fémur e alta massa 6ssea
nas vértebras lombares, sugerindo que as a¢cdes do SNS ocorrem de maneira
dependente do sitio do esqueleto e que esse receptor provavelmente medeia
acOes catabdlicas do SNS nas vértebras e anabdlicas no fémur [53].

Uma outra hipotese seria a de que o 02A-AR tivesse um papel
predominantemente osteopénico no fémur. Entretanto, vimos que o fendtipo
esquelético de animais com inativacdo isolada desse receptor, 0S

camundongos a2A-AR-, apresentam fenotipo esquelético praticamente normal,



26

tanto no fémur como na coluna vertebral [54]. Esses achados demonstram que
0 a2A-AR nao tem um papel essencial na mediacdo das acdes do SNS no
esqueleto e sugerem, ainda, que possa haver um balanco e compensacdes
entre as acOes dos diferentes adrenoceptores na regulacdo da massa 0ssea, 0

que adiciona grande complexidade as a¢des do SNS no esqueleto.

1.6. Interacdo do Horménio Tireoideano com o Sistema Nervoso

Simpaético

O SNS interage com o HT para regular varios sistemas e funcdes
fisiolégicas, como, por exemplo, a frequéncia cardiaca, pressdo arterial,
termogénese, lipogénese, lipolise, gligogénese e glicogendlise, dentre outras
funcBes. Evidéncias sugerem que a interacao entre o SNS e HT é coordenada
e, ha maioria das vezes, sinérgica [55]. Uma evidéncia disso € o fato do
hipertireoidismo normalmente ser acompanhado por manifestacdes clinicas
gue caracterizam um estado de hiperatividade simpatica, tais como intolerancia
ao calor, palpitagcbes, taquicardia e nervosismo, dentre outras. Assim sendo,
respostas exageradas as catecolaminas dominam as manifestacbes da
tireotoxicose. Por outro lado, o hipotiroidismo é caracterizado por uma reducao
de respostas simpaticas, como intolerancia ao frio, respostas metabdlicas
reduzidas ao exercicio e frio, e reducéo da reserva hemodinamica [55, 56].

Apesar da reconhecida interagéo entre SNS e HT, os mecanismos desse
cross-talk ainda sdo pouco compreendidos e vém sendo investigados em
diferentes sistemas [57]. Sabe-se que o HT ndo aumenta a concentracdo de
catecolaminas no plasma, sendo que pacientes tirotoxicos apresentam niveis
séricos e urinarios de NA normais ou diminuidos, enquanto que niveis elevados
de catecolaminas podem ser observados em pacientes hipotiroideos [58, 59].
Assim sendo, as caracteristicas simpatomiméticas do hipertiroidismo néo
podem ser explicadas pelo aumento da sintese e secrecdo de catecolaminas,
mas sim por outros mecanismos que permitam uma resposta exagerada das
células as catecolaminas, caracterizada, por exemplo, pelo aumento excessivo

da producdo de AMPc em resposta a adrenalina e NA. De fato, niveis
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plasmaticos de AMPc mostram-se elevados em pacientes hipertiroideos e
reduzidos em pacientes hipotireoideos [60, 61].

Um dos mecanismos para essa resposta simpatica exagerada nha
tireotoxicose € o aumento do numero de receptores B adrenérgicos induzido
pelo T3 [62]. Entretanto, este mecanismo nao € observado em todos os tecidos
e, hormalmente, ndo é suficiente para explicar a magnitude de amplificacdo da
resposta adrenérgica induzida pelo HT, o que sugere que o T3 regule outros
efetores da via dos receptores adrenérgicos, ou seja, efetores pds-receptor
(downstream effectors) [55].

Demonstrou-se, por exemplo, que o HT aumenta a atividade da
adenilato ciclase na gordura epididimal [63] e no tecido adiposo marron [64] de
roedores. Detectou-se, também, que o HT afeta a expressdo de diferentes
isoformas de adenilato ciclase [65, 66]. Por outro lado, acredita-se que o
principal mecanismo pos-receptor através do qual o HT aumenta as respostas
simpéticas seja regulando a expressao de subunidades da proteina G. Varios
estudos demonstraram que o T3 inibe a expressao de algumas espécies de
subunidades Gai e Gb [67-69], que sdo proteinas que participam da regulacéo
da atividade da adenilato ciclase. Estudos sugerem, ainda, que o HT aumenta
os niveis celulares de AMPc por limitar a sua degradacéo, inibindo algumas
fosfodiesterases no tecido adiposo [70].

Além das manifestacdes simpatomiméticas da tireotoxicose, uma outra
implicacédo clinica da interacdo do HT com o SNS é o reconhecimento de que o
blogueio da atividade simpatica, através do uso de beta blogueadores, é
benéfico para varios pacientes hipertiroideos, uma vez que minimiza as
referidas manifestacdes clinicas. Entretanto, € importante assinalar que o
bloqueio simpatico ndo substitui o tratamento do hipertiroidismo, uma vez que

nao afeta os efeitos diretos do HT nos tecidos [55].



28

1.7. Evidéncias da interacdo do Hormoénio Tireoideano com o
Sistema Nervoso Simpatico para regular a estrutura e fisiologia ésseas,

via receptores Alfa 2 Adrenérgicos

Diante da reconhecida interacdo do HT com o SNS para regular varias
funcBes fisiologicas, e do conhecimento das acdes do HT e do SNS na
regulacdo do remodelamento 6sseo, 0 nosso grupo levantou a hipotese de uma
possivel interacdo entre o HT e o SNS para regular o metabolismo 6sseo e,
consequentemente, a massa 6ssea. Uma evidéncia dessa possivel interacao é
a correcao da hipercalcemia secundaria a tireotoxicose em pacientes
hipertiroideos tratados com propranolol, um antagonista B-adrenérgico [57].
Além disso, pacientes hipertiroideos tratados com propranolol apresentaram
reducdo da excreg¢do urinaria de hidroxiprolina, um marcador bioquimico de
reabsorcdo 6ssea [57], 0 que sugere que 0 aumento da reabsor¢cdo 6ssea no
hipertiroidismo possa envolver mecanismos dependentes da sinalizacdo [-
adrenérgica.

Para investigar uma possivel interacdo da sinalizacdo B-adrenérgica
com o HT para regular a massa 6ssea, um estudo recente do nosso grupo
analisou o efeito de doses suprafisiolégicas de T3, por 90 dias, na
microaquitetura Ossea e em parametros biomecanicos do fémur de
camundongos com inativagao génica do B2-AR (B2-AR7). Observou-se que as
fémeas B2-AR” sdo mais resistentes aos efeitos osteopénicos da tireotoxicose
do que os animais selvagens (Selv), especialmente quanto ao 0sso cortical.
Esses achados fortalecem a hip6tese de uma interacdo entre o HT e o SNS
para regular a massa 0ssea, além de sugerir que essa interacdo envolve a
sinalizagao 32 adrenérgica [71]. Por outro lado, uma série de estudos do nosso
grupo vém demonstrando que a interacdo entre o HT com o SNS para regular o
metabolismo 6sseo também pode ocorrer via receptores a2-AR.

Em um primeiro estudo, avaliamos o efeito da tireotoxicose no esqueleto
de camundongos fémeas a2A/2C-AR”-. Considerando-se gque esses animais
apresentam hiperatividade simpatica, a nossa hipétese era de que o efeito
osteopénico do HT fosse mais marcante nos animais duplo KO. Porém,

surpreendentemente, observou-se que os animais a2A/2C-AR” sdo resistentes
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aos efeitos deletérios da tireotoxicose na massa 0ssea, na microarquitetura do
0sso cortical e trabecular, e na resisténcia a fraturas [72]. Os dados deste
estudo demostraram que o T3 inibe a expressdo do a2C-AR no osso de
camundongos Selv e que o T3 reduziu significativamente a expressado da
osteoprotegerina (OPG), uma proteina que limita a osteoclastogénese e
atividade osteoclastica, nos animais Selv, mas ndo nos animais KOs [72]. Em
conjunto, esses achados sugerem fortemente que o HT interage com o0 SNS
para regular a massa 0Ossea, através de mecanismos que envolvem a
sinalizagdo a2-adrenérgica.

Posteriormente, avaliamos o efeito da tireotoxicose no esqueleto de
camundongos fémeas com inativacdo génica isolada do a2C-AR (a2C-AR™),
com o objetivo de discriminar o papel das diferentes isoformas dos
adrenoceptores a2 na possivel interacdo entre o HT e SNS para regular a
massa Ossea. Vimos que o0s animais a2C-AR’ também se mostraram
resistentes aos efeitos osteopénicos da tireotoxicose, tanto no osso trabecular
femoral quanto vertebral [53]. Esses achados sugerem que a sinalizacdo do
0a2C-AR é necesséria para que a tireotoxicose promova 0s seus efeitos
osteopénicos.

Ainda com o objetivo de discriminar os papéis das diferentes isoformas
de adrenoceptores a2 na interacdo HT-SNS, investigamos o efeito da tiroxicose
no esqueleto de camundongos fémeas com inativacdo isolada do a2A-AR
(a2A-AR”"). Em contraste ao que foi observado nos camundongos a2C-AR”, a
tireotoxicose se mostrou mais deletéria ao osso trabecular do fémur em
camundongos a2A-AR” do que nos camundongos Selv [54], reforcando a
hipétese de que a sinalizacdo do a2C-AR medeia efeitos deletérios do SNS no
esqueleto, e que participa da interacdo entre o HT e o SNS para regular a
massa 0ssea.

Apesar das evidéncias de que ha um crosstalk entre 0 SNS e o HT para
regular a morfofisiologia 6ssea, os mecanismos dessa interacdo sdo totalmente
desconhecidos. Um primeiro questionamento a ser feito € se essa interacéo €
local, central ou sistémica, ou seja, se ocorre no tecido 6sseo (local), no SNC
(central) ou em outros tecidos ou 6rgaos que afetem o tecido 6sseo (sistémica).

Outra questdo importante é se uma possivel interacdo local envolve a via de
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sinalizagdo dos adrenoceptores a2 e, mais especificamente, a via do a2C-AR.
No presente estudo, levantamos a hipotese de que ha interacdo entre 0 SNS e
HT no tecido 0sseo (ou seja, interacdo local), envolvendo o a2C-AR. Para
investigar essa questdo, realizamos estudos in vitro utilizando culturas de

orgaos de tibia e fémur e culturas primarias de osteoblastos.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais

- Investigar se o receptor adrenérgico Alfa2C (a2C-AR) tem acao direta,
ou seja, local (esquelética) no tecido 6sseo e, mais especificamente, em

osteoblastos.

- Investigar se o HT interage com a via de sinalizagdo do a2C-AR,
localmente, no tecido 6sseo e em osteoblastos, para regular o

remodelamento 6sseo e a biologia dos osteoblastos.

2.2. Objetivos Especificos

- Em cultura de érgdo de fémur e tibia, provenientes de camundongos
selvagens (Selv) e com inativagéo isolada do a2C-AR (camundongos
a2C-AR™7), investigar se o UK, um agonista dos adrenoceptores a2; o T3
em dose suprafisiologica e a combinacdo de ambos os tratamentos
alteram diretamente a expressdo de genes relacionados ao

remodelamento dsseo.

- Em culturas primarias de osteoblastos, provenientes de camundongos
Selv e a2C-AR™, investigar se o UK; o T3 (em dose suprafisiolégica) e a
combinagcdo de ambos os tratamentos, altera diretamente o crescimento

(aumento do niumero de células) e a diferenciacéo osteoblastica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e Acasalamento

Foram estudados camundongos da linhagem C57BL/6J (Selv) e
camundongos com inativacdo génica do receptor a2C (camundongos a2C-AR™
), que nos foram cedidos pela Dra. Patricia C. Brum, Professora Associada da
Escola de Educacéo Fisica e Esporte (EEFE), Universidade de Sédo Paulo. Os
animais foram mantidos em condicdes controladas de luz e temperatura (ciclos
alternados de claro/escuro de 12 horas em temperatura de aproximadamente
25°C), com acesso ad libitum a racéo e agua.

Para o acasalamento, duas fémeas e um macho foram colocados em
uma gaiola por 12 horas. Ao final desse periodo, € avaliada a presenca de
rolha vaginal, que é utilizada para a comprovacdo de coito. O dia do coito foi
considerado o dia O (zero) de vida embrionaria (E0). A gestacdo foi
acompanhada de perto e o dia do nascimento foi considerado o primeiro dia de
vida pos-natal (PNO). Os animais utilizados para os experimentos descritos
abaixo tinham entre 0 e 4 dias e sofreram eutandsia por decapitacdo com
laminas afiadas.

Foram mantidos 5 casais (entendendo-se que os “casais” sao
compostos por duas fémeas e um macho) para cada linhagem de
camundongos (Selv e a2C-AR7), perfazendo um total de 10 casais para
manutencdo da espécie. A cada 7-8 meses, houve a troca dos casais. Os
casais excluidos do estudo foram eutanasiados em camara de dioxido de
carbono (COz). Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
realizados de acordo com as normas da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas e da FMUSP- CEUA n°
2025041217.

3.2. Estudo | — Agbes do HT e a2C-AR em Cultura de Orgédos —

Ossos Longos
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3.2.1. Culturade Orgéos — Ossos Longos (Fémur e Tibia)

Para a investigacdo de possiveis acdes do HT e a2C-AR no tecido
0sseo, foram estabelecidas culturas de 6rgdos, ou seja, culturas de 0ssos
longos (fémur e tibia). Imediatamente apds a eutandsia dos animais com idade
entre 0 e 4 dias, os fémures e tibias foram dissecados retirando as epifises,
utilizando-se um esteriomicroscopio (Leica Microsystems S6E, Heerbrugg,
Switzerland), em solucdo de Puck Saline A (PSA), composta por cloreto de
potassio (KCL), cloreto de sédio (NaCL), bicarbonato de sdédio (NaHCO3) e
Glicose. Em seguida, os ossos foram cultivados (cultura de 6rgdo), em meio
sem soro (MSS), composto por aMEM, suplementado com 0.05 mg/ml de &cido
ascorbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1mM de B-glicerofosfato (Sigma-
Aldrich), 0.2% BSA (Sigma-Aldrich), 100U/ml de penicilina e 100 pg de
estreptomicina (Gibco) [73]. Os ossos foram cultivados individualmente em
placas de 24 pocos, contendo 1ml de MSS/poco e foram tratadas com T3
(3,3’,5-Triiodo-L-Thyronine Sodium Salt-Sigma-Aldrich) a 108 M, e/ou com UK
14, 304 (Sigma-Aldrich), um agonista a2 adrenérgico, a 10> M e ao final foi feito
um “pool” de amostras, colocando no mesmo tubo de armazenamento um

fémur e uma tibia do mesmo animal e da mesma lateralidade (Fig.5).
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Figura 5 — Representacdo esquemaética do plagueamento da cultura de 6rgaos: FD: Fémur
Direito; FE: FEmur Esquerdo; TD: Tibia Direita; TE: Tibia Esquerda.
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As culturas foram mantidas por 72 horas, contando a partir do dia 0 (PO)
que foi quando se iniciou o tratamento com T3 e/ou UK e o meio foi trocado

como indica a Tabela 1.

DIA -1 DIA 0 (PO) DIA 1 DIA 2 DIA 3
(24HRS) (48HRS) (72HRS)
Plagueamento Troca de Troca de meio
meio + Coleta
(sem + Tratamento
tratamento) Inicio
tratamento

Tabela 1 — Representacao esquemaética dos dias para troca de meios e tratamentos das

culturas de 6rgaos

3.2.2. Expresséo génica por PCR em tempo real (Real-Time PCR)

Os fémures e tibias mantidos em cultura foram coletados, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C. Para a extracdo do
RNAmM, os ossos foram pulverizados, na presenca de nitrogénio liquido, em um
mortar e pistilo de ago (Fisher Scientific International, Inc, Hampton, NH, USA)
previamente resfriados em gelo seco. Ao "pd" de cartilagem, foi adicionado
Trizol (Gibco, BRL). A mistura de pé de osso mais Trizol foi homogeneizada
com um polytron PT10-35 (Brinkmann Instruments, Inc, NY, USA). O RNA total
foi extraido de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante do TRizol e
tratado com DNAse | (Fermentas, Hanover, MD, USA), segundo indicacdo do
fabricante. A concentracdo e pureza do RNA foram determinadas por
espectrofotometria medindo-se a absorbancia em tampéao TE (10mM Tris-HCI,
pH 8.0, e 1mM EDTA) a 260 e 280nm. O DNA complementar (DNAc) foi
sintetizado a partir do RNA total extraido (1,0ug), utilizando-se oligo(dT) e

transcriptase reversa ReverAid-H-Minus M-MuLV Reverse Transcriptase
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(Fermentas, Hanover, MD, USA), conforme 0 seguinte protocolo: incubacdo
com o oligo(dt) a 25°C por 10 min, transcricdo reversa a 37°C por 1 hora e
inativagao por calor (heat inactivation) da transcriptase reversa a 95°C por 5
min no termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). Os
primers de oligonucleotideos para amplificacdo por PCR estdo apresentados

na Tabela 2.

Ocn F: CTC ACA GAT GCC AAG CCCA
R: CCA AGG TAG CGC CGG AGT CT
Beta-Actina | F: GCA CCA CAC CTT CTACAATG
R: TGC TTG CTG ATC CAC ATC TG
OPG F: AGT CCG TGA AGC AGG AGT G

R: CCATCT GGACATTTTTTG CAAA
Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados na realizagdo do PCR em tempo real:

F = Forward , R = Reverse

Os valores relativos a amplificacdo do RNAm referentes a cada gene
estudado foram avaliados através da mensuracdo da fluorescéncia,
quantificada por um termociclador e detector ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), comparando todas as amostras e 0
controle em duplicatas. Apds padronizacdo da quantidade de DNAc e da
concentracdo dos primers, as reacdes foram realizadas em um volume total de
25ul, com 450nM de primers e SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). O gene Beta-Actina foi utilizado como controle interno para
corrigir a variabilidade nas amplificacdes. O DNAc foi amplificado em duplicatas
nas seguintes condic¢des: 1 ciclo a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,
seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60°C por 1
minuto (anelamento). Os valores de Ct (threshold cycle) obtidos foram
normalizados com o controle interno e a quantificagao relativa da expressao
génica foi expressa como inducdo em vezes e determinada pelo método do

AACt como previamente descrito por Mullah [74].
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3.3. Estudo Il — Agdes do HT e a2C-AR em em culturas primarias
de osteoblastos.

3.3.1. Cultura primaria de células osteoblasticas derivadas da

calvéria de camundongos

Para a investigacdo de possiveis acdes diretas do HT e a2C-AR em
osteoblastos, foram estabelecidas culturas primarias de osteoblastos derivadas
da calvaria de camundongos neonatos (PNO-PN4) Selv e a2C-AR”. As
calvarias foram dissecadas (Fig. 6) e as células da linhagem osteoblastica
foram isoladas por digestdo enzimatica sequencial, utilizando-se meio de
digestdo com 1% de tripsina e 1% de colagenase, em meio a-MEM (Gibco

BRL, Paisley, UK), como descrito por Zhong, Z.A. et al. [75].

88
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Figura 6 — Demonstracdo ilustrativa do modo de dissecc¢do da calvaria de camundongos

neonatos (PNO-PN4). Calvaria exposta e retirada inteira para posterior digestdo; (Fonte:
Zhendong A. Zhong et al. Use of Primary Calvarial Osteoblasts to Evaluate the Function of Wnt

Signaling in Osteogenesis).

As células foram cultivadas em placas de petri de 100mm (P100), em
meio de cultivo contendo a-MEM (Invitrogen), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS) (Gibco) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco). Apés 72
horas do plagueamento, o meio de cultura foi trocado e as células cultivadas
até atingirem a confluéncia de 100% (aproximadamente 7 dias), sendo que o
meio foi trocado a cada 2 dias. Apds atingirem confluéncia, as células foram

coletadas e semeadas de acordo com os objetivos de cada experimento.
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3.3.1.1. Tratamento do FBS com Carvéao Ativado (FBS-CA)

O tratamento do soro com carvdo ativado [charcoal stripped serum
(CSS)] é utilizado basicamente para retirar lipides, esteréides e HT do soro.
Para tanto, foram adicionados 6,59 de carvao ativado para cada 100ml de FBS.
Essa mistura foi mantida em um agitador magnético por 12 horas, a 4°C. Apos
esse periodo, o soro foi centrifugado em uma ultra-centrifuga (SORVALL Ultra
pro 80, Kendro Laboratoty Products — Newtown, Connecticut- USA) por 1 hora,
a 48000G, a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e
transferido para um novo tubo e centrifugado novamente. Esse procedimento
foi repetido trés vezes. Ao final de todas as centrifugacdes, o sobrenadante, ou

seja, 0 FBS-CA, foi retirado e filtrado.

3.3.1.2. Anélise do Crescimento Celular

As células osteoblasticas foram semeadas inicialmente em uma
densidade de 1,5x104 células por poco, em placas de 24 pocos e cultivadas
em meio de cultivo. Depois de 72 horas do plagueamento (considerado o dia
0), o meio de cultura foi substituido por meio de diferenciacdo (MD), que se
refere a0 meio de cultivo suplementado com 50 pg/ml de acido ascérbico
(Sigma, St. Louis, MO) e 10mM B-glicerofosfato (Sigma).

No dia seguinte, DO, foi iniciado o tratamento com T3 (10-% M), UK (10°
M), a combinacdo de ambos (T3+UK) e mantendo o controle com nenhum
tratamento (Cont). O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. Células foram
coletadas no dia O (sem serem tratadas); e no 3°, 6°, 9° e 12° dia de tratamento
(TO, T3, T6, T9 e T12 respectivamente), para determinar o numero de células.
Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Para realizar a contagem, primeiramente as células foram lavadas com
PBS, em seguida foi adicionada Tripsina-EDTA 0,5% e a placa foi deixada por
5 minutos na estufa de CO2 para que as células se soltem. Apds 0s 5 minutos,
foi adicionado meio de crescimento para interromper a acao da tripsina e este

meio total foi coletado em tudo de 1,5ml e levado a centrifuga por 5 minutos.
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Depois o sobrenadante foi retirado e as células sdo ressuspendidas em uma
quantidade de meio de crescimento adequado a sua concentracao.

A contagem celular foi realizada utilizando a camara de Neubauer, que
foi levada ao microscopio, permitindo a visualizacdo da malha e dos
quadrantes. A contagem foi realizada em duplicata, sdo contadas as células
dos 4 quadrantes dos cantos e o0 quadrante do meio, ndo contando apenas as
células que estiverem sobre as linhas da direita e inferior. Ao final, o valor da
primeira contagem foi somado ao da segunda e depois dividido por 10 (niumero

de quadrantes contados no total).

3.3.1.3. Diferenciacéo Osteobléastica

3.3.1.3.1. Avaliacdo da Formacéao de Nodulos de Mineralizagao

As células foram plagueadas, em triplicatas para cada grupo, numa
densidade de 4x10* células/poco, em placas de 12 pogos. Apds 72 horas do
plagueamento, as células receberam o MD, que como citado acima se refere
ao meio de cultivo suplementado com 50 pg/ml de acido ascérbico (Sigma, St.
Louis, MO) e 10mM [B-glicerofosfato (Sigma). No dia seguinte, DO, foi iniciado o
tratamento com T3 (10® M), UK (10°° M), a combinacdo de ambos (T3+UK) e
mantendo o controle com nenhum tratamento (Cont). O meio de cultura foi
trocado a cada 3 dias. A quantificacdo dos nodulos de mineralizacdo, que é
uma medida da diferenciacdo osteoblastica, foi feita no 210 dia de tratamento
(T21). Para tanto, as culturas de células foram coradas com vermelho de
alizarina como descrito a sequir.

Inicialmente, o meio de cultivo foi retirado e as culturas foram lavadas
com PBS e em seguida fixadas com etanol 70% a temperatura ambiente por 30
minutos. Apds o tempo estabelecido, as culturas foram lavadas 3x com agua
MilliQ e depois deixadas numa solugéo de vermelho de alizarina 0,2% [0,2 g de
Vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich) em 100mL de PBS] por 30 minutos. Ao
final, as culturas foram lavadas novamente com PBS e seu o excesso foi
retirado das amostras para que as mesmas sequem destampadas em

temperatura ambiente [29].
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Para a andlise quantitativa do acumulo de célcio nas amostras, foi
utilizado o método descrito por Gregory et al. (2004), adaptado [76]. Com a
adicdo, em cada poco, de 320ul de acido acético a 10%, as placas de cultura
foram submetidas a agitacdo suave de 80rpm por 30 minutos. A camada de
células foi raspada e a solucdo transferida para tubos de 1,5ml para, em
seguida, serem aquecidas a 85°C por 10 minutos e depois centrifugadas a
13.000rpm durante 15 minutos. Foi coletado o sobrenadante de cada tubo e
colocado em novos tubos, também de 1,5ml, e em cada um deles foi
adicionado 80ul de hidroxido de amonio a 10%. Em seguida, os tubos foram
agitados em vortex. Por fim, a absorb&ncia de cada amostra foi determinada

em um espectofotdmetro, utilizando-se comprimento de onda de 405nm.

3.3.1.3.2. Avaliacdo da Expressdo de Genes Relacionados a

Diferenciacio Osteoblastica e ao Remodelamento Osseo.

Todo o procedimento de plaqueamento e tratamento das células foi o
mesmo descrito no item 3.3.1.2. Entretanto, para a extragdo do RNA, as células
foram plaqueadas numa densidade de 10° célula/pogco em placas de 6 pocos,
em duplicatas. As células foram coletadas e processadas para a extracao de
RNA total, em TO, T3, T6, T9 e T15, para posterior estudo da expressao génica
de genes marcadores da diferenciagcdo osteoblastica (Ocn) e de genes
relacionados ao remodelamento ésseo (OPG). A extracado do RNA total foi feita
utilizando-se Trizol Reagent, de acordo com as orientacbes do fabricante. O
processamento do RNA e a analise da expressdo génica foram feitos de

acordo com o item 3.2.2.
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

A significancia estatistica da diferenca entre os valores médios dos
diferentes tratamentos foi testada por analise de variancia (ANOVA) ou pelo
teste-t (Student t-test). ANOVA foi sempre seguida pelo teste de comparagao
multipla Student-Newman-Keuls, para detectar quais tratamentos foram
significativamente diferentes entre si. Para todos os testes, foi admitido o limite
de 5% para rejeicdo da hipotese de nulidade. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (SEM). Para a realizacdo dos testes
estatisticos e construcao de gréficos foi utilizado o software Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo | — Agbes do HT e a2C-AR em Cultura de Orgéos

(Ossos Longos)

Em um primeiro momento, foram investigadas as possiveis acdes diretas
do HT e a2C-AR no tecido 6sseo, avaliando a expressao génica da Ocn e OPG
em fémures e tibias isolados em cultura (culturas de 6rgéaos).

Observamos que o tratamento com T3 por 72 horas promoveu um
aumento de 4 e 6 vezes na expressao génica da Ocn nas culturas de 6rgaos
de animais Selv e a2C-AR™, respectivamente, em relacdo aos seus respectivos
controles (Cont) — culturas nao tratadas (Fig. 7). Em contraste, o UK (agonista
a2 adrenérgico) tendeu a reduzir a expressao génica da Ocn (versus Cont),
porém, essa reducdo ndo atingiu o limiar de significancia. Entretanto, foi
possivel observar que o UK claramente blogueou o efeito positivo do T3

(T3+UK) sobre a expressao génica da Ocn, tanto nos animais Selv quanto KO.

Selv _ x2C-AR
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Figura 7 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressdo Génica da
Osteocalcina (Ocn) em Cultura de Orgédo. (A e B) Culturas de 6rgdos (fémur e tibia)
derivados de camundongos selvagens (Selv) e a2C-AR tratadas com T3 (108 M) e/ou UK (10
5M) por 72 horas. A expressao génica relativa da Ocn foi determinada por PCR em tempo real.
O controle (Cont) refere-se as culturas que permaneceram sem tratamento. Os valores séo
expressos como média + SEM. *p> 0,05, **p <0,01 e ***p<0,001.
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Com relagdo a expressdo da OPG (Fig.8), foi observado que o T3
reduziu a expressao desse gene em 22% e 56% nas culturas de 6rgdos dos
animais Selv e KO em relacdo as células nado tratadas (células Cont),
respectivamente, sendo que esse efeito foi significativo estatisticamente nos
ossos derivados de animais a2C-AR” (Fig. 8A). O UK sozinho afetou a
expressdo da OPG, de forma importante e significativa, nos 0ssos Selv e KO,
onde reduziu a expressdo da OPG em 52% e 83%, respectivamente (Fig. 8B).
Aparentemente, o UK néo interferiu na acdo do T3 sobre a OPG, tanto, nos
0ssos Selv quanto KO.
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Figura 8 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressdo Génica da
Osteoprotegerina (OPG) em Cultura de Org&o. Culturas de 6rgéos (fémur e tibia) derivados
de camundongos selvagens (Selv) e a2C-AR tratadas com T3 (108 M) e/ou UK (105 M) por 72
horas. (A e B) A expresséo génica relativa da OPG foi determinada por PCR em tempo real. O
controle (Cont) refere-se as culturas que permaneceram sem tratamento. Os valores so

expressos como média + SEM. *p> 0,05, **p <0,01, ****p<0,001.

5.2. Estudo Il — A¢cBes do HT e a2C-AR em culturas primarias de
osteoblastos.

Para os experimentos envolvendo culturas primarias de osteoblastos
(Estudo II), inicialmente testamos o comportamento das células em meio de
cultura (aMEM) contendo FBS previamente tratado com carvao ativado (CSS).

Este método foi utilizado basicamente para retirar os horménios tireoideanos do
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soro, e para, assim, minimizar a interferéncia do T3 proveniente do FBS nos
experimentos.

Em um primeiro experimento, células derivadas da calvaria de
camundongos selvagens (Selv) da linhagem C57BL/6J foram plagueadas e
cultivadas em meio completo (MC), ou seja, meio aMEM contendo 10% de
FBS. Depois de 72 horas do plagueamento, o meio de cultura foi substituido
por meio de diferenciacdo (MD), que se refere ao MC suplementado com acido
ascorbico e a-glicerofosfato. No dia seguinte (considerado o dia 0), as células
foram mantidas em meio contendo 10% de FBS, 10% de CSS ou 5% de CSS.
O crescimento dessas células foi determinado a cada 3 dias por 15 dias (Fig.
9). Nota-se claramente que o CSS em 5% e 10% foi prejudicial as células,
bloqueando o crescimento celular. Esse experimento inicial demonstrou que o
tratamento com carvao ativado retira componentes do FBS necessarios para o

crescimento das células, o que impossibilitou o uso do CSS nas culturas

primarias.
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Figura 9 - Crescimento de Células Osteoblasticas Cultivadas em Meio Contendo
FBS Tratado com Carvao Ativado (FBS-CA). Células osteoblasticas derivadas da calvaria de
camundongos selvagens (C57BL/6J) cultivadas em meio aMEM contendo 10% de FBS ou 10%
e 5% de FBS-CA. Os valores sdo expressos como média + EPM. *p<0.05, **p<0.01 e
*¥***p<0.0001 para FBS 10% vs. FBS-CA 5% e 10%.

Num segundo experimento, testamos o comportamento das células,
também quanto ao crescimento celular, frente a meio de cultura contendo
diferentes concentracdes de FBS (10%, 5% e 2.5%). Em paralelo, testamos, no

mesmo experimento, a meia troca de meio de cultura, ou seja, a retirada de
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apenas metade do meio de cultura e a adicdo da mesma quantidade de meio
de cultura fresco as células. A meia troca teve como objetivo minimizar a
exposicdo das células ao HT proveniente do FBS e manter fatores de
crescimento produzidos pelas proprias células no meio de cultura. Nota-se que
o crescimento celular foi bloqueado quando as células foram cultivadas em
meio contendo 5% e 2.5% de FBS (Fig. 10), demonstrando que essas células
sao bastante sensiveis a componentes presentes no FBS.

Esse experimento demonstrou que é necessario manter a concentracao
de 10% de FBS no meio de cultura para permitir o crescimento celular, o que,
entdo, foi utilizado nos experimentos deste estudo. A meia troca foi bastante
satisfatoria até o 12° dia da cultura, entretanto, a partir desse ponto, esse
procedimento prejudicou o crescimento celular. Assim sendo, nos experimentos

seguintes, utilizamos a meia troca até o 9° dia de cultura.
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Figura 10 - Crescimento de Células Osteoblasticas Cultivadas em Meio Contendo
FBS em Diferentes Concentragdes. Células osteoblasticas derivadas da calvaria de
camundongos selvagens (C57BL/6J) cultivadas em meio aMEM contendo 10%, 5% e 2.5% de
FBS. Os valores sdo expressos como média £+ EPM. +p<0.05 e +++p<0.001 para FBS 10% vs.
FBS 10% meia troca; ***p<0.001 e ****p<0.0001 para FBS 10% vs. FBS 5% e FBS 2.5%.

Apos a padronizacdo dos meios de cultura, iniciamos o estudo do efeito
do T3 e UK (agonista dos adrenoceptores a2), no crescimento de células
osteoblasticas derivadas da calvaria de camundongos Selv e a2C-AR”-. Em

uma primeira avaliagdo, observamos que n&o ha diferenca entre os
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osteoblastos Selv e a2C-AR”- quanto ao crescimento celular, havendo apenas

uma tendéncia a um menor crescimento nas células KO (Fig.11).
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Figura 11 - Efeito da Delecio do a2C-AR no Crescimento de Células
Osteoblasticas. Células osteoblasticas derivadas da calvaria de camundongos selvagens
(Selv) e 02C-AR"- foram cultivadas em meio aMEM contendo 10% de FBS. Os valores sdo

expressos como média = EPM.

Posteriormente, observamos que o T3 em dose suprafisiolégica (108 M)
diminuiu o crescimento celular a partir do 9° dia de tratamento, tanto nas
células Selv quanto KO, entretanto, a reducao foi mais significativa nas células
KO (Fig. 12). Assim como o T3, o UK reduziu o crescimento celular nas células
de animais Selv a partir do 9° dia de tratamento, porém, o efeito do UK foi
significativamente maior do que o do T3 no 12° dia de tratamento. Nota-se,
ainda, que o T3 nao modificou o efeito do UK, e vice-versa, quanto ao
crescimento das células de animais Selv (Fig. 12A). As células a2C-AR”- se
mostraram mais sensiveis ao efeito negativo do UK sobre o crescimento
celular, sendo que o UK reduziu o crescimento celular significativamente ja a
partir do 6° dia de tratamento nas células KO (Fig. 12B), sugerindo que a
ativacdo do a2A-AR e/ou a2B-AR é importante para esse efeito.

Observa-se, também, que o T3 intensificou o efeito negativo do UK, e
vice-versa, sobre o crescimento das células de animais a2C-AR” no 9° e 12°
dias de tratamento, sugerindo um crosstalk entre a via de sinalizacdo do a2A-

AR e/ou a2B-AR com a via de sinalizagdo do T3.
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Figura 12 - Efeito do Tratamento com T3 e UK no Crescimento Celular em
Culturas Primarias de Osteoblastos. (A e B) Numero de células em culturas primarias de
osteoblastos derivados da calvaria de camundongos selvagens (Selv) e a2C-AR” tratadas com
T3 (108 M) elou UK (105 M). Os valores sdo expressos como média + EPM. a=Cont vs. T3;
b=Cont vs. UK; c=Cont vs. T3+UK; d=T3 vs. UK; e=T3 vs. T3+UK; f=UK vs. T3+UK. As
significancias para 1, 2, 3 ou 4 letras sdo p<0.05, p<0.01, p<0.001 e p<0.0001,

respectivamente.

Como parametro de diferenciacdo osteoblastica (Fig.13), analisamos a
formacdo de nddulos de mineralizacdo nas culturas primarias de osteoblastos
provenientes da calvaria de animais selvagens (Fig. 13A) e a2C-AR" (Fig. 13B)
que estao expostas através de imagens realizadas diretamente das placas de
petri na qual foram feitas as culturas e coloragdes.

Através destas imagens, qualitativamente, podemos observar que o T3
teve um efeito positivo na formacéo de noddulos de mineralizacdo no 21° dia de
tratamento, tanto nas células provenientes de animais Selv quanto KO. E
possivel observar, ainda, que o tratamento com UK limitou a formacdo dos
nédulos de mineralizagéo e que o UK bloqueou o efeito positivo do T3 (T3+UK)
neste parametro nas células Selv e a2C-AR”. Além disso, nota-se que a
formacao de nddulos de mineralizacao foi maior nas culturas provenientes das
calvarias de animais KO em relacdo aquelas provenientes de animais
selvagens, em todas as condi¢des de tratamento, sugerindo um efeito inibitério

do a2C-AR na diferenciacdo osteoblastica.
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Figura 13 — Imagem Representativa do Efeito Apresentado pelo Tratamento com
T3 e UK na Formacdo de Noédulos de Mineralizagdo em Culturas Primarias de
Osteoblastos derivados da Calvaria de Camundongos.

A avaliacdo quantitativa das culturas de células a2C-AR"- confirmou: (i) o
efeito positivo do T3 sobre a formacdo dos nédulos de mineralizacdo, (i) o
efeito negativo do UK sobre a formacao dos nddulos, e (iii), finalmente, a acédo
blogueadora do UK sobre a indu¢éo da formacéo dos nédulos de mineralizacéo
pelo T3 (Fig. 14)
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Figura 14 — Quantificacdo do Efeito do Tratamento com T3 e UK na Formacéao de
NOdulos de Mineralizagdo em Culturas Primarias de Osteoblastos derivados da Calvaria
de Camundongos. Quantificacdo da mineralizagdo nas culturas de células a2C-AR/,
determinando-se a densidade Optica (absorbancia) das amostras por espectrofotometria,
utilizando-se comprimento de onda de 405 mm. Os valores sdo expressos como média £ SEM.
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,01 e ****p<0,0001.

Em seguida, avaliamos a expressdo génica da Ocn nas culturas
primérias de osteoblastos provenientes da calvaria de camundongos Selv e KO
(Fig.15). Nas células Selv (Fig.15A), o T3 em dose suprafisioldgica (10 M)
promoveu um aumento significativo na expressao da Ocn no 9° e 15° dia de
tratamento, aproximadamente 26x e 117x, respectivamente, em relacdo ao dia
0. Por outro lado, o UK bloqueou significativamente o aumento da expressao
génica da Ocn observado nas células controles no 15° dia de cultura. A partir
do 9° dia, é possivel observar que o UK também limitou o efeito positivo do T3
(T3+UK) sobre a expressdo génica da Ocn. Nas células de animais a2C-AR"
(Fig.15B), observamos que o tratamento com T3 causou um aumento
significativo na expressao da Ocn apenas no 15° dia, 35x em relagéo ao dia 0.
O tratamento combinado das células KO (T3+UK) mostrou que o UK também

limitou significativamente o efeito positivo do T3 sobre a expresséo de Ocn.
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Figura 15 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressdao Génica da
Osteocalcina (Ocn) em Cultura Primaria de Osteoblasto. Culturas primarias de osteoblastos
derivados da calvaria de camundongos selvagens (Selv) e a2C-AR tratadas com T3 (108 M)
elou UK (10° M). (A e B) Expressédo génica relativa da Ocn determinada por PCR em tempo
real. O grupo controle (Cont) refere-se a células sem tratamento. Os valores sdo expressos
como média + EPM. a=Cont vs. T3; b=Cont vs. UK; c=Cont vs. T3+UK; d=T3 vs. UK; e=T3 vs.
T3+UK; f=UK vs. T3+UK. As significancias para 1, 2, 3 ou 4 letras sdo p<0.05, p<0.01, p<0.001

e p<0.0001, respectivamente.

Também foi avaliada a expressdo da OPG nas culturas primarias de
osteoblastos provenientes da calvaria de camundongos Selv e a2C-AR”
(Fig.16). Nas culturas derivadas de animais Selv (Fig.16A), as células controle
apresentaram um aumento gradativo na expressdo da OPG ao longo dos dias
em cultura. O tratamento com dose suprafisiolégica de T3 (10® M) limitou
significativamente o aumento da expressdo da OPG do 6° ao 15° dia de
cultura. Entretanto, no 21° dia de tratamento, a expressdo da OPG nas células
controle e tratadas com T3 se iguala, revelando um efeito limitante, mas
transitorio do T3 sobre a expressao do Ocn. O UK bloqueou completamente o
aumento da expressdo da OPG ao longo dos dias em cultura. O tratamento
simultaneo do T3 com o UK (T3+UK) mostrou que o T3 nao alterou
(intensificou ou minimizou) o efeito inibitério do UK sobre a expressao génica
da OPG. Nas células a2C-AR" (Fig.16B), observamos que o tratamento com
T3 também gerou uma limitacdo significativa e transitoria na expressao de

OPG, que ocorreu ja no 3° dia de tratamento (enquanto que nas células Selv,
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ocorreu a partir do 6° dia de tratamento) e permaneceu até o 9° dia de
tratamento. Assim como nas células Selv, o tratamento com UK bloqueou
completamente o aumento da expressdo da OPG ao longo dos dias de cultivo
celular. Nao houve diferenca entre os efeitos do tratamento com UK e T3+UK

na expressao da OPG.
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Figura 16 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressdo Génica da
Osteoprotegerina (OPG) em Cultura Primaria de Osteoblasto. Culturas primarias de
osteoblastos derivados da calvaria de camundongos selvagens (Selv) e a2C-AR-/- tratadas
com T3 (10-® M) e/ou UK (10 M). O grupo controle (Cont) refere-se a células sem tratamento.
(A e B) Expressao génica relativa da OPG determinada por PCR em tempo real. Os valores
sdo expressos como média + EPM. a=Cont vs. T3; b=Cont vs. UK; c=Cont vs. T3+UK; d=T3 vs.
UK; e=T3 vs. T3+UK; f=UK vs. T3+UK. As significancias para 1, 2, 3 ou 4 letras sdo p<0.05,
p<0.01, p<0.001 e p<0.0001, respectivamente.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Estudos prévios do nosso grupo mostraram que animais com duplo KO
do a2A-AR e a2C-AR (camundongos a2A/a2C-AR”") apresentam um fendtipo
generalizado de alta massa dssea, apesar de apresentarem niveis plasmaticos
elevados de noradrenalina e sinalizacdo B2 adrenérgica [41]. Esse mesmo
trabalho demostrou a presenca das diferentes isoformas de a2-AR em
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e condrdcitos de camundongos [41]. Em
conjunto, esses achados sugerem que nao somente 0s receptores [32
adrenérgicos estdo envolvidos no efeito deletério da ativacdo simpatica no
esqueleto, mas que as isoformas a2-AR também podem estar envolvidas
nesse processo.

Em outro estudo, observamos que camundongos com delegéo isolada
do a2C-AR (02C-AR”) apresentam um fenétipo ésseo heterogéneo, com
reducdo da massa 6ssea no fémur e aumento na coluna vertebral, em relacéo
a camundongos selvagens. Esse achado reforca a hipétese de que o SNS
regula a estrutura e a fisiologia 6sseas, via receptores a2-AR, além de sugerir
gue as acles do SNS no esqueleto séo sitio dependentes, ou seja, tem acdes
diferentes em diferentes locais [38]. Por outro lado, vimos que o fendtipo
esquelético de camundongos com delecao isolada do adrenoceptor a2A (a2A-
AR”) é praticamente normal, sugerindo que o a2A-AR ndo medeia acbes do
SNS no esqueleto, ou que possiveis acbes desse receptor possam ser
compensadas pelo a2B-AR e/ou a2C-AR, ou por outros adrenoceptores [54].

Além disso, observamos que os camundongos a2A/2C-AR” e a2C-AR™
apresentam certa resisténcia a osteopenia induzida pela tireotoxicose (tanto no
fémur quanto na coluna vertebral), fortalecendo a hipétese de que o HT
interage com o SNS para regular a morfofisiologia éssea [53, 72]. Esses
achados sugerem, ainda, que essa interacdo entre o HT e SNS envolve a
sinalizacdo a2 adrenérgica. Por outro lado, vimos também que camundongos
com delegéo isolada do a2A-AR apresentam maior sensibilidade aos efeitos
osteopénicos da tireotoxicose no 0sso trabecular, enquanto que o 0sso cortical
mostrou-se resistente aos efeitos negativos do excesso de HT [54]. Essa maior

sensibilidade do osso trabecular aos efeitos deletérios da tireotoxicose
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contrastam com a menor sensibilidade observada nos camundongos a2A/a2C-
AR [72] e a2C-AR™~ [53], 0 que sugere a participacdo da sinalizacdo a2C-AR
no mecanismo de acdo através do qual o HT promove os seus efeitos
osteopénicos no osso trabecular. Por outro lado, algum grau de resisténcia a
tireotoxicose foi observado no osso cortical dos camundongos a2A/a2C-AR™~
[72], a2C-AR™" [53] e a2A-AR™" [54], indicando que a sinalizacdo dos
adrenoceptores a2A e a2C contribuem para acées do HT no osso cortical.

Apesar dessas evidéncias sugerirem um cross-talk entre o hormonio
tireoideano e os receptores a2 adrenérgicos nos mecanismos atravées do qual a
tireotoxicose promove os seus efeitos deletérios no tecido 6sseo, nao se sabe
se essa interacdo ocorre centralmente (SNC) ou localmente no tecido ésseo.
Havendo, ainda, a possiblidade dessa interacdo ocorrer e/ou afetar outros
orgdos ou tecidos, cujas alteracbes possam influenciar o tecido 0Gsseo,
caracterizando um efeito sistémico e indireto.

No presente estudo, tivemos como objetivo investigar a hipétese de que
a interacdo entre o HT e sinalizacdo a2 adrenérgica ocorre localmente no
tecido 6sseo e, mais especificamente, nos osteoblastos. Para tanto, realizamos
experimentos in vitro, utilizando culturas de 6rgaos, ou seja, fémures e tibias
provenientes de camundongos Selv e a2C-AR”. Em paralelo, realizamos
experimentos com culturas primarias de osteoblastos derivados da calvaria de
neonatos Selv e a2C-AR™. As culturas de érgédos e células foram tratadas com
UK (10° M), um agonista a2 adrenérgico; com dose suprafisiolégica de T3 (10
M); ou com a combinacdo de ambos (T3+UK).

7

O UK (UK-14,304) é um potente agonista dos receptores a2
adrenérgicos [77-79] e possui vantagem se comparado a clonidina, um
conhecido agonista a2 adrenérgico. Enquanto o UK é especifico para os
receptores a2 adrenérgicos, a clonidina é um agonista parcial dos
adrenoceptores a2, uma vez que tem alguma afinidade pelos adrenoceptores
al e pelos receptores de imidazolina (IR), que sao, portanto, receptores néo
adrenérgicos. Os IRs séo sitios de ligacdo da imidazolina ou de estruturas
quimicas de oxazolina. A estimulacdo desses receptores medeia acdes
centrais hipotensivas e anti-arritmicas do coracdo. Assim sendo, alguns efeitos

da clonidina sdo mediados pelos IR e n&o pelos receptores a2 [80].
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No presente estudo, os experimentos com cultura de 6rgédos (fémur e
tibia) mostraram que o tratamento com T3 promoveu aumentos expressivos na
expressdo génica da Ocn, tanto nas culturas provenientes de animais Selv
quanto de animais KO. A Ocn € a proteina ndo coladgena mais abundante da
matriz 6ssea, sendo sintetizada e secretada por osteoblastos maduros durante
a fase de formacédo 6ssea no processo de remodelamento 6sseo. Parte da Ocn
produzida pelos osteoblastos ndo é incorporada a matriz 6ssea e atinge a
corrente sanguinea, onde pode ser quantificada e utilizada como um marcador
bioguimico de formacao Gssea [81, 82]. Apesar da sua abundancia na MEC do
tecido 6sseo, as funcdes da Ocn ainda ndo sdo claras. Ducy et al [83]
observaram que camundongos com KO da Ocn (Ocn”) apresentam um
fendtipo de alta massa 0ssea, 0 que sugere que ela atue como inibidora da
formacao 6ssea. Entretanto, este dado néo foi reproduzido por outros [84, 85].
Estudos do grupo do Dr. Karsenty demostraram que a Ocn seria um hormonio
qgue regula a secrecdo de insulina pelo pancreas, a sintese de testosterona
pelos testiculos e a massa muscular [86-88]. Entretanto, esses achados
também nado foram reproduzidos em outros estudos [84, 85, 89]. Mais
recentemente, viu-se que a Ocn regula a qualidade 6ssea ao alinhar os cristais
de hidroxiapatita paralelamente as fibras de colageno, o que contribui para a
resisténcia Ossea dos 0ssos longos ao estresse mecanico [85, 90].
Independentemente da funcdo da Ocn, sabe-se que o HT estimula a sua
expressao, tanto a nivel transcricional quanto pés-transcricional [91-93]. Assim
sendo, o efeito positivo do T3 sobre a expresséo génica da Ocn nas culturas de
orgaos corrobora estudos anteriores. Um achado bastante interessante foi o de
que a ativacdo dos receptores a2 adrenérgicos pelo UK bloqueou o efeito
positivo do T3 sobre a expressdo da Ocn, tanto nas culturas Selv quanto KO,
sugerindo que ha um crosstalk entre a via de sinalizagdo dos receptores a2
adrenérgicos com a via de sinalizacdo do T3 localmente no osso. O fato do UK
bloquear o efeito positivo da Ocn também nas culturas a2C-AR” sugere que a
ativacao do a2A-AR e/ou a2B-AR mediaram esse processo.

Nés também avaliamos expressdo génica da OPG, que é um potente
agente anti-osteoclastogénico [94]. A OPG compde, juntamente com o RANK

(receptor activator of nuclear factor-kappa B) e o seu ligante RANKL, o eixo
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RANK/RANKL/OPG. Essas trés proteinas sao importantes fatores de
acoplamento entre osteoblastos e osteoclastos. O RANKL é sintetizado por
varias células, incluindo células da medula 6ssea e células da linhagem
osteoblastica (osteoblastos, células de superficie e ostedcitos). A interacdo do
RANKL com o seu receptor, 0 RANK, presente na membrana das células
precursoras de osteoclastos e nos osteoclastos maduros, induz,
respectivamente, a osteoclastogénese e a atividade osteoclastica, o que resulta
em aumento da reabsorcdo 6ssea [94, 95]. A OPG, também sintetizada pelas
células da linhagem osteoblastica, € um receptor solivel do RANKL. A ligacéo
da OPG ao RANKL diminui a disponibilidade deste ultimo para interagir com o
RANK e, dessa forma, inibe a reabsorcdo d&ssea, pois limita a
osteoclastogénese e atividade osteoclastica [94, 96]. Os dados do presente
estudo mostraram que o T3 tendeu a reduzir a expressao da OPG nas culturas
de 6rgdos dos animais Selv, enquanto que o T3 reduziu significativamente (em
aproximadamente 60%) a expressdo da OPG nas culturas provenientes dos
animais KO. Esses achados parcialmente corroboram um estudo in vivo do
nosso grupo, onde vimos que doses suprafisioldgicas de T3 reduziram a
expressdo génica de OPG no fémur de animais selvagens [38]. Entretanto,
nesse mesmo estudo in vivo, vimos que o T3 nado foi capaz de reduzir a
expressdo da OPG no fémur de camundongos com duplo KO do a2A-AR e
02C-AR, os camundongos a2A/a2C-AR”-, os quais mostraram-se resistentes a
osteopenia induzida pela tireotoxicose [38]. Em outro estudo in vivo,
observamos que doses suprafisioldgicas de T3 por 30 dias reduziram a OPG
no fémur de camundongos Selv, mas n&do no fémur de camundongos a2C-AR"-
. Entretanto, apds 90 dias de tratamento, o T3 reduziu a OPG nos animais Selv
e a2C-AR™.

No presente estudo, observamos, ainda, que o UK reduziu
significativamente a expressédo da OPG nas culturas de 6rgaos Selv e a2C-AR-
. e que esse efeito foi mais importante nas culturas KO, sugerindo a
participacdo do a2A-AR e/ou a2B-AR nesse processo. Além disso, vimos que
houve um efeito aditivo do UK e T3 quanto a inibicdo da OPG. Em conjunto,
esses achados sugerem que a tireotoxicose e a estimulagdo do SNS podem

promover aumento de reabsorcdo 0ssea através da inibicdo da expressao da
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OPG. Nas culturas primérias de osteoblastos, observamos que o tratamento
com T3 em dose suprafisiolégica (10® M) diminuiu o crescimento celular nas
culturas provenientes de camundongos Selv, o que corrobora estudos in vitro
anteriores que demonstraram que o T3 diminui a proliferacdo osteoblastica, ao
mesmo tempo em que promove a diferenciacdo dessas células [19, 20, 97].
Este efeito também foi observado nas células KO, porém de maneira mais
intensa do que nas células Selv. O UK também diminuiu o crescimento celular
nas culturas Selv e KO, entretanto, o seu efeito também foi mais potente nas
células a2C-AR”. Esses achados sugerem que ndo s6 o a2C-AR, mas que
também o a2A-AR e/ou a2B-AR medeiam o efeito negativo do UK no
crescimento celular. Além disso, o efeito inibitério do UK sobre o crescimento
celular foi mais importante do que o do T3, especialmente nas culturas a2C-AR"
", que sugere que a acio local do SNS seja relevante e mediada por receptores
az2.

Vimos, ainda, que o T3 intensificou o efeito negativo do UK e vice-versa
nas células a2C-AR”, o que sugere, mais uma vez, um crosstalk local entre a
via de sinalizagéo do a2A-AR e/ou a2B-AR com a via de sinalizagdo do T3. A
acdo negativa do UK, limitando o crescimento osteoblastico, em ambas as
linhagens sugere que a ativagdo da via de sinalizagdo a2-AR é anti-anabdlica.
Esses achados vdo de encontro com o estudo de Limonard et al. [98], que
demonstra que a clonidina (agonista a2 adrenérgico) causa um desbalanco
0sseo em humanos, com predominio da reabsor¢éo 0ssea.

A diferenciacdo osteoblastica € um processo biolégico complexo e
fundamental. A medida em que os osteoblastos se diferenciam, eles sintetizam
a matriz 6ssea e comandam a sua mineralizacdo. Esse processo pode ser
observado em culturas de células da linhagem osteoblastica, cultivadas em
meio de diferenciacdo celular (com acido ascoérbico e B-glicerolfosfato), através
da identificacdo de nodulos de mineralizacdo por coloragdo com vermelho de
alizarina [76, 93, 99]. A avaliagdo qualitativa e quantitativa desses nédulos em
células de animais KO mostrou um efeito positivo do T3 na formacao dos
nodulos de mineralizacdo no 21° dia de cultura (e tratamento), o que corrobora
estudos anteriores que mostram que o HT promove a diferenciacido

osteoblastica [93, 100, 101]. Por outro lado, o tratamento com UK inibiu a
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formacdo dos nodulos de mineralizagdo. Além disso, o UK visivelmente
blogueou o efeito positivo do T3 na formacdo dos ndédulos de mineralizagéo e,
portanto, na diferenciacdo osteoblastica. Esses achados evidenciam que ha
uma interacdo local nos osteoblastos, entre o T3 e a via de sinalizacdo dos
adrenoceptores a2 para regular a diferenciagcdo dos osteoblastos.

Nas culturas primarias de osteoblastos, o efeito do T3 e UK sobre a
expressao da Ocn praticamente reproduziu o que foi observado nas culturas de
orgaos. Assim sendo, o T3 estimulou a expressao da Ocn, enquanto que o UK
blogueou esse efeito positivo do T3. Esse achado reforca a hipétese de que ha
um crosstalk entre o T3 e a via de sinalizacdo a2-AR para regular a
diferenciacéo osteoblastica.

A andlise da expressdo génica da OPG nas culturas primarias de
osteoblastos também praticamente reproduziu o que foi observado nas culturas
de 6rgaos. Ou seja, o tratamento com T3 ou UK reduziu a expressédo da OPG
nas células Selv e UK, reforcando a hipétese de que a tireotoxicose e a
estimulacdo do SNS podem promover aumento de reabsorcdo 6ssea atraves
da inibicdo da expresséo da OPG.

Em sumario, vimos que a ativagao dos receptores a2 adrenérgicos pelo
UK inibe o crescimento das células osteoblasticas de maneira mais importante
do que o T3, inibe a formacdo de nédulos de mineralizacéo, reduz a expressao
de OPG e bloqueia o efeito positivo do T3 sobre a expressao da Ocn e sobre a
formacdo dos nédulos de mineralizacdo. Com esses achados, podemos
concluir que o SNS tem acfes diretas e osteopénicas no tecido ésseo e, mais
especificamente, nos osteoblastos, mediadas por receptores a2 adrenérgicos.
Além disso, esses achados fortalecem a hipétese de que ha um crosstalk entre
a via de sinalizagdo dos receptores a2 adrenérgicos com a via de sinalizagéo
do T3 localmente em osteoblastos para regular o crescimento e diferenciacao

osteoblastica.
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