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Resumo

O osso é um tecido activo que sofre remodelacdo constante através da
accao consertada de osteoclastos, que degradam o 0sso, e de osteoblastos,
que formam novo o0sso. A osteogénese ou formagao de osso de novo envolve
diferentes etapas da diferenciagao osteoblastica, nomeadamente proliferacao,
maturagao e mineralizagdo. O mecanismo molecular que regula a osteogénese
nao é ainda totalmente conhecido. A identificagdo e clonagem de um receptor
extracelular sensivel ao calcio, denominado por calcium sensing receptor ou
CaSR demonstraram que elevadas concentracbes de calcio extracelular
induzem a proliferagdo e a quimiotaxia dos osteoblastos, através deste

receptor.

Duas partes distintas integraram o presente trabalho. A primeira parte
pretendeu analisar o efeito de elevadas concentragdes de calcio extracelular na
diferenciagao dos osteoblastos, através do CaSR. Foram realizados ensaios in
vitro, com exposicao de osteoblastos MC3T3-E1 a concentragdes elevadas de
célcio, a um agonista do CaSR (neomicina) ou a concentragdes elevadas de
calcio combinadas com neomicina, por periodos de 24 horas nas diferentes
etapas da diferenciacdo. Foram quantificados os conteudos de DNA e de
proteina total para avaliar a proliferacdo osteoblastica, e foram determinados
marcadores fenotipicos especificos da diferenciacdo osteoblastica,
nomeadamente a actividade enzimatica da fosfatase alcalina e a produgao de

osteocalcina.

Outra parte do trabalho visou a avaliagao do efeito apoptdotico, mediado
pelo CaSR, de elevadas concentracdes de calcio extracelular, na diferenciagao
osteobastica. Submeteram-se os osteoblastos por periodos de 24 horas, nas
mesmas condi¢des utilizadas na primeira parte do trabalho e dosearam-se os

niveis de actividade da caspase 3, uma enzima especifica da apoptose celular.

Os resultados obtidos demonstraram o efeito positivo de elevadas
concentragdes de calcio e do agonista do CaSR na proliferacao osteoblastica,
e o envolvimento do CaSR neste processo. A estimulacdo do receptor na
presenca de elevadas concentragcbes de calcio aumentou significativamente a

actividade enzimatica da fosfatase alcalina e a produgao de osteocalcina. Estes
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factos sugerem claramente uma forte sinergia entre o mecanismo de
estimulacdo do CaSR e outros mecanismos envolvidos na resposta dos

osteoblastos ao calcio, na estimulagao da diferenciagao osteoblastica.

Este trabalho permitiu ainda verificar que elevadas concentragcbes de
célcio (até 20 mM) ndo aumentam a actividade da caspase 3 dos osteoblastos
MC3T3-E1 ao longo dos diferentes estadios de diferenciacdo, sugerindo que
altas concentragdes de calcio ndo afectam a viabilidade dos osteoblastos. No
que respeita a influéncia da estimulacdo do CaSR, foi demonstrado que nao ha
envolvimento do receptor na apoptose osteoblastica, uma vez que nao ha
influéncia da estimulagao do receptor, na auséncia ou na presencga de elevadas

concentragdes de calcio, na actividade da caspase 3.
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Abstract

Bone undergoes constant remodeling through concerted action between
osteoclasts which degrade bone, and osteoblasts which form new bone.
Osteogenesis or de novo bone formation involves different pathways of
osteoblastic differentiation. Molecular mechanisms regulating osteogenesis are
not completely known. The identification and cloning of a calcium sensing
receptor known as CaSR have enhanced the knowledge that elevated
extracelular calcium stimulates osteoblasts proliferation and chemotaxis,

occurring this stimulation via CaSR.

The present study is composed of two parts. The first part aimed to
analyse the effect of high extracelular calcium trough CaSR on osteoblast
differentiation. In vitro assays were performed, exposing MC3T3-E1
osteoblasts, at different stages of differentiation, to high calcium concentrations,
to CaSR agonist (neomycin) or to high calcium concentrations combined with
neomycin for 24 hours. DNA quantification and total protein content were
determined to evaluate osteoblast proliferation and osteoblast specific
phenotype markers were also determined to evaluate osteoblast differentiation,

namely alkaline phosphatase activity and osteocalcin content.

In the second part of this work the apoptotic effect of high calcium
concentrations and the possible involvement of CaSR were determined.
Osteoblasts cells were exposed for 24 hours under the same conditions used in
the first part of the study. Caspase 3 activity, a specific cellular apoptosis

enzyme was quantified.

A positive effect of high calcium concentrations on osteoblasts proliferation
was observed. This effect was mediated by CaSR. In addition, receptor
stimulation in the presence of high calcium concentrations has significantly
increased alkaline phosphatase activity and osteocalcin. Altogether, these data
may suggest a synergy between CaSR stimulation and other mechanisms

involved in osteoblasts high calcium response, on osteoblast differentiation.
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On the other hand the exposure of osteoblasts cells to high calcium
concentrations (up to 20 mM) does not increase caspase 3 activity. Similar
result was obtained when CaSR was stimulated by neomycin in the presence or
in the absence of high calcium concentrations. These results suggest that
osteoblasts can resist to elevated extracelular calcium through osteoblast
differentiation and as far as the receptor stimulation is concerned no

involvement of CaSR in osteoblast apoptosis process was stated.
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Contexto do trabalho

| — Contexto do Trabalho

A remodelagdo 6ssea € um processo em que ocorre degradagéo
localizada de osso seguida por deposicdo em igual quantidade de 0sso nesse
mesmo local. A reabsorcdo do osso €& efectuada por células o&sseas
denominadas osteoclastos e envolve a remocédo dos minerais e a degradacgao
dos constituintes organicos da matriz éssea. A formagado de osso é realizada
por células 6sseas denominadas osteoblastos e compreende a producdo da

matriz organica e a sua subsequente mineralizagao.

Na area circundante dos osteoclastos o calcio chega a atingir valores na
ordem dos 40 mM. Deste modo o calcio pode proporcionar um sinal aos pre-
osteoblastos (células percursoras dos osteoblastos) de maneira a modular as
suas respostas fisioldgicas, tais como migracédo e proliferagdo. Estudos
demonstraram que elevadas concentragdes de calcio induzem quimiotaxia e

proliferacdo de osteoblastos [1].

Varias evidéncias tém demonstrado a existéncia de um receptor de
superficie celular sensivel ao calcio, acoplado a proteina G (Calcium Sensing
Receptor ou CaSR), em linhas celulares osteoblasticas [1,2], na cartilagem e
osso de ratos, ratinhos e bovinos [3] nomeadamente em osteoblastos e
ostedcitos. Ao CaSR ligam-se varios catides, entre os quais calcio, gadolinio e
neomicina, o que origina uma cascata de eventos intracelulares que resultam
num aumento de compostos intracelulares cruciais a sintese proteica e a

transcrigdo de genes.

A hipotese do calcio extracelular poder funcionar como regulador
fisiologico do CaSR tem ganho muitos adeptos, e a identificagdo e clonagem do
CaSR na ultima década, bem como os esforgos na compreensao do seu papel
fisiologico representam avancos significativos no conhecimento da patogénese
das alteragdes do metabolismo 6sseo, constituindo o CaSR um alvo

terapéutico promissor para o controlo dessas alteracoes.

Foi demonstrado que concentragdes elevadas, mas fisioldgicas, de calcio,

estimulam a quimiotaxia e a proliferacdo de osteoblastos através do CaSR [1].



Contexto do trabalho

Este trabalho pretende analisar o efeito de altas concentracbes de calcio
nas diferentes etapas da diferenciacdo osteoblastica, e evidenciar o
envolvimento do CaSR neste processo. Foram também realizados estudos
preliminares, para avaliar o impacto do calcio e do CaSR na apoptose dos

osteoblastos.



Fundamentagao Tedrica

Il - Fundamentacao Tedrica

1 Osso

O osso € o maior componente do esqueleto adulto humano. O esqueleto
humano contém 206 ossos sendo multiplas as suas fungdes: sustenta o corpo
na posicao vertical; mantém a integridade mecanica necessaria a locomogao;
assegura os processos metabdlicos associados a homeostase mineral; protege
orgaos internos como os pulmdes; encerra o cérebro e a medula 6ssea, onde
se processa a hematopoiese, produzindo e armazenando glébulos vermelhos,

plaquetas e globulos brancos.

O tecido 6sseo constitui o reservatoério de cerca de 99% do calcio total do
organismo, um nutriente essencial por exemplo, para o coragdo, musculos e
nervos. Para além do calcio, os ossos contém outros minerais essenciais como

fosfatos e sddio [4].

1.1 Arquitectura do Osso

No esqueleto humano é possivel reconhecer dois arranjos estruturais do
tecido Osseo: osso compacto ou cortical e 0sso esponjoso ou trabecular
(figura1). O primeiro constitui a camada densa e compacta exterior do 0sso e a
segunda tem uma aparéncia esponjosa decorrente de uma rede de trabéculas

no interior do osso.
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———0Osso compacto

y" .. __Osso trabecular

Figura 1. Cortes longitudinais de uma vértebra (A) e de um fémur (B) humanos. As porcdes
mais externas com uma estrutura compacta ou densa, representam osso compacto e as
internas, com as estruturas esponjosas, representam osso trabecular [5].

1.1.1 Osso trabecular ou esponjoso

O osso trabecular representa 10% da massa do esqueleto. E formado por
hemi-ostedes, a unidade fundamental do osso trabecular [6], que agrupados
originam as trabéculas (finas espiculas com cerca de 150 um de didametro). As
trabéculas encontram-se anastomosadas, formando uma rede tridimensional.

Nos espacos entre as trabéculas encontra-se a medula éssea (figura 1).

1.1.2 Osso compacto ou cortical

O esqueleto é na sua maioria, em cerca de 80%, constituido por osso
compacto. Este tipo de osso é formado por ostedes ou sistemas Haversianos, a
unidade fundamental do osso compacto, que consiste num canal central com
aproximadamente 50 um de diametro chamado canal Haversiano, rodeado por
lamelas concéntricas. Um canal Haversiano contém geralmente um ou dois
capilares e fibras nervosas. Os varios canais Haversianos comunicam entre si
através de canais perpendiculares, que tomam o nome de canais Volkmann

(figuras 2 e 5).
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Figura 2. Imagem de corte transversal de osso compacto, onde é possivel
visualizar sistemas Haversianos e um canal Volkmann [7].

De acordo com a sua forma, os ossos que constituem o esqueleto podem
ser longos, curtos, chatos ou irregulares (figura 3). A figura seguinte ilustra os

diferentes tipos e formas de osso:

Figura 3. Diferentes tipos e formas de osso (chato:
calvaria; irregular: vértebra; longo: fémur; curto: tarso)
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1.2 Textura do Osso

Os constituintes base do osso sao uma matriz organica, uma matriz
inorganica e células 6sseas. A disposicdo e orientagdo destes constituintes,
bem como o modo como se interrelacionam, originam dois tipos de tecido
0sseo diferentes na sua textura: osso fibroso ou imaturo e osso lamelar ou
maduro. Estas duas estruturas microscopicas podem ser encontradas quer no

0SS0 compacto, quer no osso trabecular.

1.2.1 Osso Fibroso ou imaturo

A maior parte do esqueleto do embrido humano é constituida por osso
fibroso, também chamado woven bone. Este osso é considerado imaturo e
caracteriza-se pela disposicdo entrelagada das fibrilhas de colagénio
orientadas em muitas direc¢des, exibindo espagos grandes interfibrilhares. A
organizagao espacial das fibrilhas de colagénio no osso fibroso tem sido
associada a uma alta taxa de formacao de tecido 6sseo [8]. Os ostedcitos
volumosos e numerosos estdo presentes nas cavidades osteocitarias grandes

e dispersas ao acaso na matriz, sem orientagdo especifica [9] (figura 4).

A excepgado dos ossos do ouvido médio, o osso fibroso estd normalmente
ausente na crianga a partir dos quatro anos de idade. Surge também em
situagdes patoldgicas e também quando ha necessidade de reparagéo rapida

do tecido 6sseo.

o

Figura 4. Imagem de osso fibroso onde se observam os ostedcitos

#
L.

dispersos ao acaso na matriz 6ssea [10].
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1.2.2 Osso Lamelar ou maduro

O tecido 6sseo do adulto é caracterizado por uma textura lamelar. Os
ostedcitos estdo alinhados de uma forma regular, nas cavidades osteocitarias

achatadas e de pequena dimenséo.

No osso lamelar as fibrilhas de colagénio estdo ordenadas paralelamente
em lamelas. As fibrilhas de colagénio pertencentes a lamelas adjacentes estéao
dispostas obliquamente. Imediatamente antes do periésteo e do enddsteo
encontram-se algumas lamelas, que tomam o nome de lamelas circunferenciais

externas e internas (figuras 5 e 6).

Esta estrutura lamelar assegura a resisténcia mecanica do tecido 6sseo e
também a sua elasticidade. Uma vez desaparecida esta estrutura, mesmo que

esteja muito mineralizado, o osso fica fragil [9].

Figura 5. Imagem de osso lamelar de microscépio
de luz polarizada onde é possivel observar as
lamelas circunferenciais organizadas em torno do
sistema Haversiano [11].
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Lamelas circunferenciais externas

."r" \'.
4 \
Lamelas
intersticiais =
-
"(( Ostedes
Lamelas =
circunferenciais bqr
ﬁ Periésteo
Osso —_
trabecular
Capilares sanguineos
Osso
compacto
Endodsteo
Canais

Haversianos

Canais
Volkmann

Figura 6. Esquema representando as estruturas arquitectonicas (osso trabecular e 0sso
compacto onde se observam os canais haversianos e volkman e os capilares que o irrigam), as
texturas (osso fibroso e osso lamelar) e as superficies (lamelas circunferenciais internas e
externas, lamelas intersticiais, enddsteo e peridsteo) presentes no osso [12].
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1.3 Composicao do Osso

Como ja foi referido anteriormente o osso integra uma matriz inorganica

ou mineral, uma matriz organica, células e agua.

1.3.1 Matriz Inorganica

A matriz inorganica do osso € constituida por uma malha cristalina de
apatite lacunar, composta por fosfato de calcio carbonado, que se assemelha a
uma hidroxiapatite cristalina imperfeita [Cao(PO4)s(OH)2], uma vez que a
relagdo molar calcio/fosforo € inferior a 1,67 e os cristais poderem conter outros
constituintes, principalmente nas camadas superficiais, para além dos ides
calcio e fosfato, nomeadamente ides citrato e potassio e oligoelementos (zinco,
ferro, bromo, bario,...). Os cristais minerais tém formas e dimensdes variadas e
associam-se as fibrilhas de colagénio, orientando-se paralelamente ao eixo das
mesmas [13,14,15,16,17].

1.3.2 Matriz Organica

A matriz organica é formada maioritariamente por colagénio tipo |, por
proteoglicanos, por proteinas ndo colagénicas (osteocalcina, osteopontina,
osteonectina, sialoproteina, trombospondina e proteinas séricas) e por

citoquinas (interleuquinas, factores de crescimento, prostangladinas,...).

As fibrilhas de colagénio tipo | representam cerca de 90% da matriz
[18,19] e estdo associadas a uma substancia fundamental interfibrilhar. Esta
substancia, que representa 10% da matriz organica é formada por proteinas
ndo colagénicas [20,21,22], nomeadamente proteoglicanos, osteocalcina,

sialoproteinas e outras glicoproteinas, que foram ja isolados e caracterizados

[23].

A substancia interfibrilhar integra também compostos envolvidos na
regulacdo Ossea: as citoquinas, que sao sintetizadas pelos osteoblastos

(células formadoras de 0sso0) ou obtidas da circulagdo sanguinea; o factor de
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crescimento TGF-3 (transforming growth factor B); certas proteinas da mesma
familia que o TGF-B, as proteinas morfogenéticas do osso ou BMPs (bone

morphogenetic proteins).

1.3.2.1 Células do Osso

O osso € um tecido complexo que contém dois tipos de células: os
osteoblastos que sao as células formadoras do osso e os osteoclastos que sédo

as ceélulas que degradam o osso.

As células da linhagem osteoblastica compreendem as células
osteoprogenitoras, os osteoblastos, os ostedcitos e as células achatadas do
0sso ou bone lining cells. Os osteoclastos tém origem noutra linhagem celular,

a dos monaocitos-macréfagos.

As células osteoprogenitoras provém das células mesenquimais

pluripotentes, podendo encontrar-se no estroma medular, no periésteo
(superficie externa de todos os 0ssos) e no enddésteo (superficie interna do
osso compacto). As células osteoprogenitoras diferenciam-se posteriormente

em pré-osteoblastos, os percursores directos dos osteoblastos [24].

Os osteoblastos estdo localizados nas superficies ésseas (figura 7) e sado
as células responsaveis pela formacdo do osso, através da sintese dos
componentes organicos da matriz 0ssea ou ostedide. Para além de
segregarem o ostedide, os osteoblastos actuam indirectamente na sua
mineralizagao [25]. Apés um periodo de intensa secrecgao, estima-se que cerca
de 5% dos osteoblastos activos vao gradualmente ficando com uma forma
achatada tornando-se bone lining cells, que 30% fiquem aprisionados na matriz
Ossea originando os ostedcitos e que cerca de 65% morram por apoptose ou
morte celular programada [26]. Informagcdo mais detalhada sobre os
osteoblastos sera fornecida no Capitulo 2, dedicado inteiramente a este tipo de

células.

Os ostedcitos s&o as células mais numerosas no osso maduro e tém um
tempo de semi-vida de aproximadamente vinte e cinco anos [27]. A
transformacao de osteoblasto com mobilidade, a ostedcito aprisionado dura
cerca de trés dias, tempo durante o qual a célula produz um volume de matriz

extracelular trés vezes superior ao seu proprio volume celular [28]. Os
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ostedcitos tém uma forma estrelada [29] e ocupam lacunas da matriz
calcificada (figura 7), estabelecendo conexdes citoplasmaticas, tipo “gap
junctions” com as células adjacentes. Estas conexdes estendem-se através dos
canaliculos. O sistema lacunocanalicular permite, de uma forma limitada, a
difusdo de nutrientes e de metabolitos entre os ostedcitos vizinhos, as bone
lining cells, os osteoblastos e os vasos sanguineos [30]. Cré-se que os
ostedcitos funcionem como sensores mecanicos do osso [31], e que a
transmissao de sinais mecanicos possa ocorrer quer directamente através da
matriz solida, quer indirectamente através de variacdes de pressao no fluido do
sistema lacunocanalicular [30]. Parece ser este o sistema ideal para a
transferéncia de sinais exdgenos e endogenos, através de mecanismos
mecanicos, eléctricos e quimicos. Os processos de libertagdo de segundos
mensageiros, de factores de transcricdo e finalmente de expressédo génica,
estdo ainda longe de ser esclarecidos e constituem actualmente objecto de

muitas investigagdes [32].

As bone lining cells encontram-se, como o nome indica, achatadas contra

as superficies 0sseas em fase de repouso. Quando vistas ao microscopio
electronico exibem poucos organelos e o seu citoplasma encontra-se estendido
ao longo da superficie 6ssea, nao formando no entanto uma camada continua,
uma vez que sio visiveis, muitos espacgos entre elas [33]. As bone lining cells
sdo células que evitaram a sua captura nas lacunas (espag¢os da matriz éssea
onde ficam aprisionados os ostedcitos) e que perderam a sua proeminente
funcdo de sintese [34], podendo dizer-se que sado osteoblastos inactivos. Por
outro lado e segundo alguns autores, as bone lining cells desempenham um
papel na coordenacao da reabsorcdo e da formacdo do osso, na medida em
que estudos sugeriram que estas participam, juntamente com as
metaloproteinas da matriz 6ssea, na remog¢ao do colagénio deixado pelos

osteoclastos nas lacunas de Howship [35].

Os osteoclastos sdo as células responsaveis pela reabsorcéo 6ssea, que
constitui um processo do qual a remodelagao fisiolégica do esqueleto do adulto
humano esta estritamente dependente [36]. Os osteoclastos derivam das
células hematopoiéticas da medula éssea e a sua diferenciacdo € comum a da

linhagem dos mondcitos-macréfagos. No entanto, os seus ultimos passos de

11
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diferenciagao ocorrem ja na superficie 6ssea, estando ja bem definidos [37]. Ao
longo da diferenciagdo osteoclastica, a producdo de uma isoenzima tartarato
resistente da fosfatase acida (TRAP) e a presenga de numerosos receptores de
calcitonina, constituem os critérios de identificacdo do fendtipo osteoclastico.
Antes dos osteoclastos poderem cumprir a sua fungado fisiolégica, a da
reabsorcdo O0ssea, 0s seus percursores, 0s pré-osteoclastos, tém que migrar
para o local onde esta vai ocorrer, e ai se vao fundir, dando origem a células
multinucleadas (figura 7). Os entdo osteoclastos maduros tornam-se
funcionantes apo6s a polarizagao e ligagéao a superficie éssea. Os osteoclastos
em actividade apresentam caracteristicas de uma célula polarizada, na qual o
polo basal, em contacto com a superficie 6ssea, apresenta uma estrutura
membranar particular, chamada bordadura em escova, que consiste em
prolongamentos e invaginagdes citoplasmaticas (figura 7). De um lado e de
outro desta bordadura, o citoplasma apresenta uma zona pobre em organelos
mas rica em filamentos de actina, denominada “zona clara”. A este nivel a
membrana plasmatica esta estritamente ligada a superficie 6ssea formando
pontos de forte aderéncia, que delimitam o espagco de reabsorcao, as lacunas

de Howship.

Figura 7: Corte histolégico mostrando uma superficie 6éssea onde se visualizam diferentes
tipos de células 6sseas (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) [38].
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A diferenciacdo osteoclastica esta sob o controle de varios factores. As
células percursoras sofrem diferenciagcdo quando estimuladas pelo factor de
estimulagcdo das coldnias granulécitos-macrofagos (GM-CSF) e pelo RANKL
(ligando activador do receptor NF-kB). O recrutamento é inibido pelo factor de
transformacao do crescimento B (TGF- 3) e pelos estrogénios. O osteoclasto
maduro € estimulado pela hormona paratiréide (PTH) e a interacgao entre esta
e a 1,25(0OH);D3, o metabolito activo da vitamina D3, parece crucial para a
funcdo osteoclastica [39,40]. Os osteoblastos tém um papel importante na
diferenciacao e actividade osteoclasticas, através da produgdo de um grande
namero de citoquinas e de factores de crescimento, nomeadamente do GM-
CSF e do RANKL.

1.4 Processos de Ossificagcao

A formacao de osso, osteogénese ou ossificacdo, € o mecanismo pelo
qual os ossos se formam durante o desenvolvimento embrionario e pelo qual
se inicia a formagao de osso, por exemplo, na reparacdo duma fractura dssea.
A ossificagdo pode dividir-se em dois processos distintos: o primeiro tem o

nome de ossificacdo intramembranar ou directa, através do qual sao formados

os 0ssos chatos como a mandibula e o calvaria, e 0 segundo, ossificacdo
endocondral ou indirecta, através do qual sdo formados os ossos longos, as

vértebras, os 0ssos pélvicos e os ossos da base do cranio.

1.4.1 Ossificagao Intramembranar

O processo de ossificacdo intramembranar ocorre por diferenciagcao

directa das células mesenquimais em osteoblastos:

Diferenciacdo Osteoblastos
Células
mesenquimais Ay o — Ossifi ao int b
- - —) Ossificagdo intramembranar
“stem cells” oy .-.. ¢
,
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Este processo inicia-se pela condensagdo do mesénquima que se torna
altamente vascularizado. Algumas células mesenquimais diferenciam-se em
osteoblastos, iniciando a formagéo de espiculas de osso (trabéculas) com
organizagdo aleatdria de colagénio (osso imaturo). A formagdo de osso

compacto vai ocorrer por compactagao das trabéculas (figura 8).

e - kg
Mesénquima - -
5 ; »

Espicula de osso )
4 - Vaso sanguineo

Figura 8. Corte histolégico ilustrando o processo de ossificagao

intramembranar: algumas células mesenquimais transformam-se em
osteoblastos [41].

1.4.2 Ossificagao intracartilaginosa ou endocondral

A ossificagao endocondral ocorre nos 0ssos longos, curtos e irregulares, e
envolve a formacédo de cartilagem a partir da agregagcdao de células

mesenquimais, e a subsequente substituicdo do tecido cartilagineo por osso:

Células ) Diferenciagéo Substituig&o por osteoblastos
- e ~
mesenquimais Cj ":_‘j — > Ossificagao
“stem cells” & L " endocondral

Condroblastos

Este processo inicia com a indugao por factores paracrinos das células do
mesénquima a expressarem factores de trancricdo, que se pensa actuarem na
activagdo de genes especificos da cartilagem. As células mesenquimais

condensam-se em nodulos compactos e diferenciam-se em condrdcitos
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(células da cartilagem). Os condrdcitos proliferam rapidamente e formam um
modelo de cartilagem e ao dividirem-se segregam uma matriz extracelular
especifica da cartilagem. Numa fase seguinte, os condrécitos cessam a
proliferagdo, aumentando significativamente o seu volume, tornando-se
condrdcitos hipertroficos. Estes, vao alterar a composicdo da matriz que
segregam, 0 que vai permitir a sua mineralizagcdo. De seguida, ocorre a
formacédo de uma camada fina de osso entre o peridsteo e o limite do modelo
de cartilagem. Uma vez que, como consequéncia da mineralizagdo da matriz
extracelular, deixa de haver difusdo de oxigénio, de nutrientes e de produtos
resultantes da degradagao celular, os condrocitos vao morrer por apoptose
deixando um esqueleto de cartilagem calcificada. Vai entdo haver uma invaséo
pelo periosteo de capilares sanguineos, que penetram na cavidade medular da
camada fina de osso. Desta forma €& permitida a entrada de células
osteoprogenitoras e de células hematopoiéticas no modelo cartilagineo e estas
ultimas vao formar medula éssea. Algumas células do periosteo transformam-

se em osteoblastos e iniciam a deposig&o de osso trabecular [42] (figura 9).
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Figura 9. Ossificagao intracartilaginosa ou endocondral [43].

1.5 Remodelagio Ossea

Desde o trabalho pioneiro de Frost [27,44] que se tornou genericamente
aceite que o tecido 6sseo se vai regenerando ao longo da vida por actuagao de
unidades basicas multicelulares (BMUs), que sdo grupos de osteoclastos e
osteoblastos que actuam coordenadamente para reabsorver o0sso e,
subsequentemente preencher as lacunas deixadas com novo tecido 6sseo. A
remodelacdo éssea € um fenédmeno ciclico que permite substituir osso velho
por 0osso novo, de maneira a tornar possivel a manutengdo de fungdes

mecénicas e metabdlicas do osso.

As BMUs movem-se literalmente ao longo do tecido 6sseo existente
durante o processo de remodelagcdo 6ssea, e em cujo ciclo completo se

sucedem diferentes etapas [6], que se esquematizam na figura seguinte:
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Figura 10. Etapas sequenciais do processo de remodelacdo dssea: quiescéncia, activagao,
reabsorcao, inversao, formagao e reconstrugao [45].

A superficie 6ssea em repouso revestida pelas bone lining cells é activada
por efeito de diversos estimulos hormonais, locais e mecanicos [46,47]. Esta
fase de activacdo é caracterizada pela retracgdo das bone lining cells e pelo
recrutamento dos pré-osteoclastos, que se fundem originando os osteoclastos.
Segue-se a fase de reabsorcédo, na qual os osteoclastos cavam lacunas ao
longo da superficie do osso trabecular. A fase de reabsorcdo sucede-se a fase
de inversao, no decorrer da qual os pré-osteoblastos migram para as lacunas
escavadas pelos osteoclastos. Os entdo osteoblastos numa fase seguinte de
formagao, vao sintetizar um conjunto de proteinas da matriz 6ssea, conhecido
como ostedide que vai preencher as lacunas. O ostedide vai sofrer
mineralizagdo na chamada fase de reconstrugao e a superficie 6ssea retorna

ao estado de repouso ou de quiescéncia.

O modo como os osteoclastos e os osteoblastos, células completamente
diferentes na origem e fungcdo, sdo capazes de colaborar para produzir os

(hemi-) ostedes nado foi ainda decifrado, tendo sido ja avangadas algumas
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teorias explicativas. A teoria desenvolvida por Rodan e Martin em 1981
defende que os osteoblastos sdo capazes de instruir os osteoclastos, de
quando e onde reabsorver 0sso e portanto de determinar quer a fase anabdlica
quer a fase catabdlica da remodelacao 6ssea. Esta teoria é baseada em dados
experimentais segundo o0s quais 0s osteoblastos expressam receptores

hormonais e produzem moléculas sinal, regulando a actividade osteoclastica

[48.49,50].

Um segundo conceito, o de emparelhamento, defende que apds a
reabsor¢cdo estar concluida, a superficie do osso remanescente atrai
osteoblastos, possivelmente pela libertagdo de factores de crescimento da
matriz [51,52]. Uma recente modificagdo deste conceito propde que os pré-
osteoblastos e os pré-osteoclastos sdo subsequententemente recrutados pelo

endotélio do capilar da BMU em progressao [53].

Em condig¢des fisioldgicas normais, durante a fase de crescimento, a
formagao de osso € superior a reabsor¢cao 0ssea. Na fase adulta, por volta dos
20 anos de idade, o balango da remodelacdo ao nivel das BMUs ¢é
teoricamente nulo, ou seja, a quantidade de osso formado é igual a quantidade
de osso reabsorvido [54]. Porém, pode haver um desequilibrio neste balango
na presenca de certas patologias, como na osteoporose e também com o
envelhecimento, na medida em que a taxa de reabsorcdo vai ultrapassando a
de formacéo Ossea, resultando numa perda de densidade mineral éssea, num
enfraquecimento progressivo dos 0ssos e consequentemente num risco

acrescido de fracturas 6sseas, nomeadamente do colo do fémur e da bacia.

2 Osteoblastos

Os osteoblastos derivam das células osteoprogenitoras existentes na
medula 6ssea, no endosteo e no peridsteo. Sdo células cubdides com um
nucleo redondo, encontrando-se habitualmente em monocamadas aderentes

as superficies 6sseas, peridsteo e enddsteo [55].
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21 Funcao

Os osteoblastos desempenham um papel central na criagcédo e
manutencdo da arquitectura do osso, actuando em duas vertentes. Sao
responsaveis pela deposicdo de matriz 6ssea e pela sua mineralizacdo e
regulam a diferenciagéo e a actividade dos osteoclastos. Adicionalmente, como
resultado da sua capacidade de regular a actividade osteoclastica,
desempenham de um modo indirecto um papel importante na homeostase do
calcio [56].

Uma vez que a principal fungdo dos osteoblastos é segregar ostedide, os
osteoblastos activos apresentam um complexo de Golgi e um reticulo
endoplasmatico rugoso abundantes, estruturas intracelulares indispensaveis a
producdo de proteinas. O colagénio tipo | € a maior proteina produzida pelos
osteoblastos representando cerca de 90% da matriz orgénica. A rede das
fibrilhas de colagénio providencia a estrutura onde o osso mineral se vai

depositando.

Os osteoblastos também produzem factores de crescimento e citoquinas,
incluindo o factor de crescimento B ou TGF-B, os factores de crescimento
insuline-like ou IGFs, os factores de crescimento dos fibroblastos ou FGFs e os

factores de crescimento derivados das plaquetas ou PDGF [57]. As proteinas

nao colagénicas, incluindo proteoglicanos, glicoproteinas e proteinas Y-
carboxiladas (Gla) séo igualmente sintetizadas pelos osteoblastos [25]. Estas

interagem entre si e com o colagénio tipo | para formar o ostedide.

Os osteoblastos ndo segregam apenas os compostos organicos da matriz,
sendo também indirectamente responsaveis pela mineralizagao do ostedide. As
proteinas da matriz funcionam provavelmente como nucleos de mineralizagao
auxiliando a iniciacdo da formacao dos cristais de hidroxiapatite. Sdo os
osteoblastos que produzem as enzimas que regulam a fosforilagdo, de que é

exemplo a fosfatase alcalina [25].

Outra funcao essencial dos osteoblastos é a regulacédo da diferenciacao e
da actividade dos osteoclastos. Por um lado segregam factores de estimulag&o

de coldnias de macrofagos e por outro, tém uma proteina de superficie celular,
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o ligando activador do receptor NF-kB ou RANKL, que se liga ao seu receptor

RANK nos pré-osteoclastos originado a sua fusdo em osteoclastos [58]. A
osteoprotegerina € uma proteina segregada pelos osteoblastos e que tem
afinidade para o RANKL (competindo com o seu ligando e desse modo
mascarando-0), inibindo assim a diferenciagdo osteoclastica. Certos agentes
osteotrépicos como a PTH também influenciam a regulagdo osteoclastica ao
elevarem a expressao de RANKL nos osteoblastos. A expressdo do RANKL
regula simultaneamente a diferenciagao e a actividade osteoclasticas, pois para
além de se ligar ao RANKL dos pré-osteoclastos, liga-se ao RANKL dos

osteoclastos estimulando a reabsorgéo 6ssea [59].

2.2 Diferenciagao e Regulagao

Dada a variedade e importdncia dos processos biolégicos em que os
osteoblastos participam durante o desenvolvimento embrionario e no periodo
pos-natal, torna-se muito importante perceber os mecanismos moleculares que

regulam a sua fungéo e diferenciagao.

As células da medula éssea sdo altamente regenerativas, contendo
células com capacidade de proliferar e de formar diferentes tecidos, entre os
quais o o0sso. Isso deve-se a existéncia de células indiferenciadas
mesenquimais pluripotentes ou stem cells, capazes de originar células com
fendtipos diferentes, tais como fibroblastos, adipdcitos, células reticulares ou
células osteoprogenitoras, sobre o controle de factores de crescimento locais
ou de hormonas sistémicas [60,61].

Em 1909, Alexander Maximov foi o primeiro a sugerir a existéncia de stem
cells, morfologicamente semelhantes aos linfécitos, capazes de migrar através
do sangue até micronichos que lhes permitiriam proliferar e diferenciar, de

acordo com etapas especificas [62].

A diferenciagao destas células mesenquimais em linhas celulares distintas
ocorre durante o desenvolvimento embrionario, e depende das influéncias

ambientais e de sinais moleculares, que iniciam uma cascata de activagao de
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genes, originando por fim uma célula madura, responsavel pela origem dum
tecido especifico. Neste sentido foram ja identificados master genes

responsaveis pelo controle da miogénese, adipogénese e osteogénese.

A regulacao da diferenciagcao osteoblastica € determinada pela expresséo
do Cbfa 1 (core binding factor a1). A deficiéncia em Cbfa 1 em ratinhos afecta
osteoblastos, condrécitos e osteoclastos e provoca multiplos defeitos na
formagao 6ssea, nomeadamente as auséncias de nodulos de mineralizagéo, de
vascularizagdo da cartlagem e de factor de diferenciacdo osteoclastica
RANKL, que origina uma deterioragcdo nos padroes de diferenciagcdo dos
osteoclastos [63]. O Cbfa 1, também chamado Pebp2aA (polyoma enhancer
binding protein) ou Runx2 (runt-related gene 2) € um factor de transcrigdo que
desempenha um papel muito importante na determinagédo da linhagem das
células osteoprogenitoras, ao induzir a diferenciagdo osteoblastica e ao inibir a
diferenciagcdo dos adipdcitos. Para além disso, controla a produgao das
proteinas na matriz 6ssea (BMPs) pelos osteoblastos, € um indutor da
maturagao dos condrécitos e controla a producdo de BMPs pelos condrécitos
hipertroficos [64] (figura 11).

O Cbfa 1 tem a capacidade de induzir marcadores de diferenciacao
osteoblastica, precoces e tardios, tais como fosfatase alcalina, colagénio tipo |,
osteopontina, sialoproteina do 0osso e osteocalcina, em varias linhas celulares e
em fibroblastos [64].

Nas células osteoprogenitoras o Cbfa1 tem pouca expresséao, atingindo o
seu maximo de expressao durante a diferenciagao osteoblastica, encontrando-

se porém reprimido nos ostedcitos [63].
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Figura 11. Esquema representativo do papel central do Cbfal na determinagédo da linhagem
das células osteoprogenitoras [64].

Por acréscimo ao seu papel critico durante a diferenciagao osteoblastica,
o Cbfa1 controla a formagado de osso (e implicita fungdo osteoblastica) pelos
osteoblastos diferenciados. O Cbfal ao regular a expressdao do gene Bgp
(Bone Gla Protein) responsavel pela expressdo da osteocalcina, e que é
expresso unicamente em osteoblastos em fase final de diferenciac&o, regula

também a fungao dos osteoblastos [65].

O facto da formacgado de osso ocorrer simultaneamente em localizagbes
varias do esqueleto € genericamente aceite como uma evidéncia de que é
controlada localmente, através de mecanismos autdcrinos e/ou paracrinos [66],
facto que também é consistente com a possibilidade de que a formacédo de

0sso esteja sob controlo enddcrino [65].

7

No que respeita a regulacdo endocrina, é sabido que os osteoblastos
expressam receptores para varias hormonas, nomeadamente para a hormona
paratiréide ou PTH, para a 1a, 25 — hidroxivitamina D3, para estrogénios e
glucocorticoides [67], que tém sido implicadas no controlo da formacédo de

0ss0, como as hormonas esteroides sexuais [66,68] e a PTH [69].
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Muitos factores locais, como as préoprias BMPs desempenham um papel
muito importante na diferenciacdo dos osteoblastos. As BMPs sao citoquinas
multifuncionais, membros da superfamilia dos factores de crescimento .
Presentemente, foram ja clonadas 15 diferentes BMPs e a sua capacidade
osteoindutiva é tal, que tém sido exploradas as suas potencialidades clinicas

em varias vertentes [70].

Presentemente, também ¢é aceite que o TGF- [ tenha actividade
osteogénica, na medida em que é produzido localmente no tecido ésseo [71], é
acumulado na matriz dssea [72], € libertado da matriz 6ssea no processo da
reabsorgao ossea [73], e afecta a funcao osteoblastica através de um modo de
accao paracrino e/ou autocrino [74,75]. Baseado nestes factos, tem sido
sugerido que o TGF— medeia a informagdo da quantidade de osso a
reabsorver aos osteoblastos, regulando a formacdo de osso no processo de

remodelacao dssea [51].

Na ultima década o envolvimento do calcio como factor local de regulagao
da formacdo de osso tem ganho muitos adeptos, havendo inclusivamente
evidéncias de que o calcio extracelular desempenha um papel importante na

proliferacdo osteoblastica [1].

A aplicagdo combinada de abordagens moleculares, bioquimicas,
histoquimicas e ultraestruturais tem definido diferentes estadios no
desenvolvimento do fenétipo osteoblastico. Os picos de expressao de genes
que reflectem uma sequéncia maturativa do crescimento e diferenciagcdo dos
osteoblastos conduziram a caracterizagdo de quatro periodos distintos:
proliferacdo, maturacdo da matriz, mineralizacdo e apoptose [76],

esquematizados na seguinte figura:
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Apoptose
Proliferagdo Maturagdo da matriz Mineralizagdo
Diferenciagdo
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Figura 12. Desenvolvimento osteoblastico. Expressdo de proteinas ao longo do tempo. H4
(histona H4), c-fos (gene c-fos), TGF-B (factor de crescimento B), Fn (fibronectina), Col
(colagénio tipo 1), Op (osteopontina), FA (fosfatase alcalina), MGP (proteina Gla da matriz), Oc
(osteoclacina)

Na fase de proliferacdo sdo expressos 0s genes necessarios a
progressao do ciclo celular (histonas) e crescimento celular (c-fos). Durante
este periodo de proliferacdo, fundamental ao desenvolvimento do fendtipo das
células osteoblasticas, varios genes relacionados com a formacdo da matriz
extracelular sdo também fortemente expressos (colagénio tipo I, TGF-f{3,

fibronectina).

Na fase de maturagdao, os osteoblastos diferenciam-se em células
maduras com fung¢des especificas. Durante este periodo os osteoblastos
expressam sequencialmente colagénio tipo |, fosfatase alcalina, osteocalcina e
osteopontina. A expressao sequencial destas proteinas € necessaria para a
formacéo final de osso por acumulagdo duma matriz mineralizada extracelular
[77]. Com o declinio da sintese de DNA, a expressao da fosfatase alcalina esta
aumentada em cerca de dez vezes e a matriz extracelular atravessa uma série
de modificagbes na composi¢cao e organizagdo, que a preparam para a sua
mineralizagcdo. A fosfatase alcalina e a osteocalcina sdo os marcadores

fenotipicos mais utilizados para avaliagdo da fase de maturacao.

24



Fundamentagao Tedrica

Fosfatase Alcalina

O termo fosfatase alcalina (PAL) é utilizado para designar a generalidade
de fosfomonoesterases nao especificas, cujo pH 6ptimo € o alcalino, e que
catalisam a hidrolise de ésteres de acido fosférico (figura 13). Estas enzimas
agregam-se em grupos de isoenzimas com pequenas diferengas estruturais
entre si e encontram-se em todos os tecidos, existindo em concentragdes
particularmente elevadas no osso e no figado. Evidéncias de que a introducao
de cDNA de PAL em osteoblastos PAL-negativo lhes conferiram capacidade de
mineralizagao in vitro, o facto da inibicdo estereoespecifica da actividade da
PAL ter inibido a calcificagao in vitro da cartilagem e de uma mutagédo no gene
da PAL Ossea ter sido associada a uma forma letal de hipofosfatasia, tém

sugerido o papel fundamental que a PAL apresenta na formagéo 6ssea [78, 79,

80].

A PAL é o marcador da diferenciacao dos osteoblastos mais comummente
aceite [81], sendo a sua actividade enzimatica necessaria a mineralizagao dos
osteoblastos [82].

Fosfatase Alcalina

] Fosfato

Figura 13. Esquema tridimensional da enzima fosfatase alcalina [83].
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Osteocalcina

A osteocalcina é a proteina ndo colagénica mais abundante do esqueleto.
Tem um peso molecular aproximado de 6000 Dalton e na maioria das espécies
em 49 aminoacidos; no entanto, a osteocalcina de rato é constituida por 50
aminoacidos [84,85,86,87]. A osteocalcina tem a propriedade de se ligar ao
calcio gracas aos seus acidos 2-3 y carboximetilglutamicos, nas posi¢des 17,
21 e 24 [88].

A sintese da osteocalcina é essencialmente especifica dos osteoblastos,
sendo apenas uma pequena parte produzida pelos odontoblastos. Apds
sintetizada é incorporada na matriz 6ssea, havendo uma pequena fracgao que
é libertada e transportada pela corrente sanguinea (figura 14). A osteocalcina
circulante esta associada a alteragdes no turnover ésseo, sendo um marcador
especifico da formacéo 6ssea [88]. Os niveis séricos de osteocalcina reflectem
a taxa de sintese de osso novo e nao a reabsor¢cao de osso “velho”, o que
reforca o facto da osteocalcina ser utilizada como um importante marcador da

formacéao Ossea.

f ™
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1 peptidase P
Pré-osteocalcina
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Figura 14. Esquema representativo da biossintese e metabolismo da osteocalcina [89].
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A fase de mineralizagao caracteriza-se por uma expressao acentuada
dos genes associados a deposicado da hidroxiapatite, atingindo a osteocalcina e

a osteopontina os seus niveis maximos [90].

2.3 Apoptose

Quando os osteoblastos completam a sintese da matriz 6éssea, cerca de
5% tornam-se achatados transformando-se em bone lining cells e cerca de
30% ficam aprisionados nas lacunas transformando-se em ostedcitos [91]. Os
restantes 65% dos osteoblastos ndo segue nenhum destes destinos, havendo

evidéncias substanciais indicando que morram por apoptose [92,93].

O termo apoptose deriva do grego e significa “queda das folhas das
arvores”. E um processo selectivo de eliminagdo de células em varios sistemas
bioldgicos e, a semelhanga do processo de proliferacdo, a sua regulagao €
muito rigorosa, desempenhando um papel muito importante na homeostase e
na regeneragao tecidular. A apoptose, ou morte celular programada, € um
acontecimento regulador fundamental durante a diferenciagéo do tecido ésseo
[94].

O mecanismo celular da apoptose é formado por redes de proteinas sinal,
que actuam concertadamente através de interacgdes proteina-proteina e de
modificacdes de proteinas [95]. A apoptose ocorre por dois processos
possiveis: um € iniciado pelos “receptores da morte”, membros da familia dos
receptores TNF (tumor necrosis factor) que contém um dominio intracelular, e o
outro € regulado por proteinas da familia Bcl-2 e envolve a libertacao de

citocromo ¢ da mitocOondria.

Ambos os processos mencionados activam uma familia de proteinas
proteoliticas, as cisteina-aspartato proteases ou caspases, que induzem
alteragdes morfolégicas caracteristicas da apoptose, pela clivagem de
substratos especificos [96]. Das varias caspases, destaca-se a caspase 3,

responsavel pela clivagem e colapso de varios componentes celulares [97].

27



Fundamentagao Tedrica

Os “receptores da morte” incluem os receptores CD95 (Fas/APO-1) e os
TNFRI (CD120a). A activacao destes receptores por ligandos intracelulares

especificos (FADD e TRADD) vai originar a activagao de caspases iniciadoras.

Os membros da familia Bcl-2 sdo cerca de 20 proteinas pré e anti-
apoptoticas, e o racio entre estas vai determinar a susceptibilidade das células
a “sinais de morte”, tais como stress celular ou estimulos citotdxicos, alterando
a permeabilidade da membrana mitocéndrial. Os membros anti-apoptoticos
ligam-se a membrana da mitocdndria e impedem a libertagdo de activadores
das caspases, enquanto os pro-apoptéticos promovem um aumento na
permeabilidade da membrana da mitocondria e a libertagdo do citocromo c,
com a consequente activagdo das caspases [96]. Para um melhor
entendimento do complexo processo da apoptose apresenta-se o seguinte

esquema:

.
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Figura 15. Cascata de activagdo da apoptose [98].
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A maior parte dos factores de crescimento e citoquinas, incluindo as IGFs,
FGF, TGFpB e IL-6 inibem a apoptose dos osteoblastos in vitro. A administragcao
intermitente de PTH promove o aumento da massa d0ssea, na medida em que
aumenta o numero de osteoblastos e a taxa de formacdo Ossea, e ha
evidéncias de supressao da apoptose de osteoblastos em ratos que expressam
o receptor da PTH/PTHrP. As hormonas sexuais esteréides previnem a
apoptose dos osteoblastos e aumentam a expressdo do receptor da 1,25-
dihidroxivitamina 3 nos osteoblastos, que tem um efeito anti-apoptético. Foi
sugerido que os bifosfonatos e a calcitonina exercem uma accgado anti-

apoptotica nos osteoblastos [96].

Por outro lado, a terapia prolongada com glucocorticoides leva a uma
perda da massa 6ssea por multiplos mecanismos, o que em parte pode ser
explicado pela diminuigdo do numero de osteoblastos e da taxa de formagéo
O0ssea, bem como pelo aumento da apoptose nos osteoblastos, que foi ja
reportada em osso de murino, coelho e humano. Os osteoblastos expressam,
como ja foi dito, receptores para o TNF que induz apoptose pela activagéo
directa da caspase 8. Nem todos os factores de crescimento tém um efeito
positivo na sobrevivéncia dos osteoblastos, tendo a BMP-2 um efeito proé-
apoptotico nos osteoblastos, ao induzir a libertagcdo de citocromo c pela

mitocOndria e a expressdo das caspases 9, 3, 6 e 7 [96].
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3 Célcio

O calcio € um nutriente chave pelo papel que desempenha em diversos
mecanismos intra e extracelulares. A nivel intracelular constitui um importante
segundo mensageiro e um co-factor para proteinas e enzimas regulando
processos celulares chave como neurotransmissao, mobilidade, secrecao
hormonal ou proliferagcao celular. A nivel extracelular funciona como co-factor
na adesao de moléculas, factores de coagulagao e outras proteinas, regula a

excitabilidade neuronal e € uma parte essencial da fase mineral do osso [99].

Todo o calcio intra e extracelular provém da dieta e o crescente
reconhecimento da importdncia desta como fonte Unica para a miriade de
fungcdes biolégicas que desempenha, levou a que o denominassem

“superestrela dos nutrientes” [100].

3.1 Homeostase do Calcio

O aporte diario recomendado de calcio & de aproximadamente 1000 mg /
dia embora alguns estados fisiolégicos como gravidez, lactagao e crescimento
infantil requeiram aportes maiores [101]. Também nas mulheres e nos homens
acima dos 65 anos a ingestao diaria de calcio recomendada sobe, para 1500
mg / dia, devido a diversos factores nomeadamente diminuicdo de estrogénios
(na mulher pés-menopausica), diminuicdo da eficacia na absorgdo de calcio,
diminuicdo de produgao de 1,25-dihidroxivitamina D3 pelo rim, alteragdes nos

marcadores do metabolismo dsseo e aumento da taxa de perda dssea.

O turnover diario do calcio num adulto com ingestdo de 1000 mg esta

representado na figura seguinte:
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Figura 16. Esquema representativo do balango orgénico diario normal de um adulto
(considerando uma ingestéo diaria de 1000 mg de calcio) [102].

Os valores de calcio plasmatico oscilam entre 2.2 a 2.6 mM, embora
apenas 1 mM (45%) exista como calcio livre ionizado (Ca**). Os restantes
cerca de 55% de calcio encontram-se complexados a proteinas séricas
(maioritariamente albumina e uma fracgdo menor de globulina) e a ides

inorgénicos como lactato, fosfato e bicarbonato, em cerca de 45% e 10%
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respectivamente. Estas formas de calcio complexado estdo em equilibrio com o
Ca** e factores como a concentragdo de proteinas séricas, de fosfatos ou o pH

afectam a concentragdo de Ca?* plasmatico (figura 17).

Esqueleto (98,9%)

Célcio corporal total

< Intracelular (1%)

Extracelular (0,1%)

Plasma
~25mM
# Ca2+
Controle pela Vit.D e PTH Ca” ionizado |« complexado
Proteinas Anides
plasmaticas (lactato,
(45%) fosfonato,

bicarbonato)

Figura 17. Esquema representando a distribuicdo do calcio corporal total de um individuo
adulto [102].

A concentragdo intracelular de Ca®* ronda os 0.1 pmol/l, embora este
valor ndo represente a concentracdo total, uma vez que muito do Ca*
intracelular esta armazenado nos organitos intracelulares, nomeadamente
reticulo endoplasmatico, reticulo sarcoplasmatico (no musculo esquelético) e
mitocdndria. Em resposta a certos estimulos, a libertacdo de Ca®* destes
depdsitos intracelulares ou a sua entrada na célula, aumenta rapidamente a
sua concentracdo em 10 a 100 vezes. Este aumento subito da concentragao de
Ca?* intracelular funciona como um sinal para mecanismos de transducéo, de
que sao exemplos a contraccdo muscular, ou a activacdo da secrecao

enzimatica.
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Este ultimo mecanismo inclui a activacdo da calmodulina, que por sua
vez, por fosforilagdo, activa a proteina C quinase analoga ao AMPc e ao
diacilglicerol, activando outras proteinas quinase especificas. A proteina
quinase C pode depois activar enzimas citosélicas ou afectar a transcricdo de

genes, por fosforilagdo de outras proteinas quinase [103].

O papel crucial do calcio nos inUmeros processos celulares ja referidos
torna a regulacdo da concentragdo do Ca®* numa concentragao fisiologica
virtual de 1.0 mM, numa enorme prioridade para os organismos terrestres. O
sistema homeostatico que garante a quase constancia dos valores do Ca**
requer a interacgdo concertada das hormonas calciotropicas, como PTH e a
1a,25-dihidroxivitamina D3, e os o6rgédos efectores incluindo osso, rim e
intestino. Nos mamiferos, as glandulas paratiréides desempenham um papel
central na homeostase do Ca?*, pela sua capacidade de modular a secrecéo da
PTH, em resposta a pequenas variagdes no calcio plasmatico, como se

demonstra na figura seguinte:

Concentracéo baixa de calcio no sanaue

.

Libertagdo de Hormona Paratiréide

VitaminaD —p @

¢—=
! ] ! 1

Efluxo de calcio Baixa na perda de Aumento na absorgéo
do 0sso célcio pela urina de célcio pelo intestino

3

Aumento da concentracio de calcio no sangue

:

Figura 18. Esquema representando as respostas do organismo a oscilagbes na concentragéo
do calcio plasmatico [102].
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A PTH é um importante mediador da remodelagao 6ssea [104]; € um
polipéptido constituido por 84 aminoacidos sintetizado e excretado pelas
glandulas paratirdides em resposta a sinais gerados por um receptor sensivel
ao calcio, calcium-sensing receptor [105], que monitoriza alteragdes nos niveis
plasmaticos de calcio [106]. A PTH é libertada em resposta a valores baixos
extracelulares de calcio livre e os seus maiores alvos s&0 0 0ssoO € O rim. A
valores elevados de calcio no sangue surge uma resposta das células T da
glandula tiréide com producdo de um polipéptido designado calcitonina.
Antagonista da hormona paratiréide, a calcitonina actua directamente a nivel

dos osteoclastos, reduzindo a sua actividade.

3.2 0O Ossoe o Calcio

Como ja foi referido anteriormente, o 0sso é o maior reservatério de calcio
do organismo, armazenando cerca de 99% do calcio total. No entanto, o osso
nao & simplesmente um reservatério passivo. O calcio € armazenado no 0sso
quando ocorre mineralizacao de novo tecido dsseo e é retirado pela reabsorcéo

de tecido 6sseo “velho”. Existe um processo de remodelacdo do esqueleto
bidirecional (diminuicdo e aumento de massa 6ssea local) capaz de remover e
de repor calcio do osso. Num ano, a remodelagado 6ssea que ocorre no 0SSO
cortical e no osso trabecular esta estimada em respectivamente, 3 e 25%. O
pico maximo de massa éssea € atingido por volta dos 30 anos, sendo claro que
até esta idade a formacao do osso excede a reabsor¢ao do mesmo [103]. Pode
haver no entanto, uma importante assimetria neste fluxo de calcio bidireccional,
através do ciclo de remodelacdo Ossea. Enquanto que o osso pode ser
reabsorvido essencialmente sem limite, ha um tecto que impde a quantidade de
calcio que pode ser armazenado no 0sso e enquanto a estrutura basica for
preservada, a perda ¢Ossea pode ser totalmente reposta, mas quando as
estruturas basicas sédo reabsorvidas, a reposicdo do osso torna-se dificil ou
impossivel [104]. Desordens no metabolismo do calcio podem reflectir-se
patologicamente no o0sso, sendo exemplos de consequéncias clinicas
associadas a deficiente homeostase do calcio, osteomas, osteogénese

imperfeita e osteoporose.
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O calcio é o principal catido do osso, existindo como ja mencionado
anteriormente, sob a forma de uma estrutura mineral habitualmente
caracterizada de hidroxiapatite imperfeita, na medida em que contém muitos
outros ides para além do calcio e do fosfato. Os cristais existem intimamente
associados as fibrilhas de colagénio da matriz 6ssea. Apesar de existirem nos
fluidos corporais, os ides calcio e fosfato s6 mineralizam no osso. A criagao
local de nucleos de mineralizagdo € a chave para o controlo da deposi¢céo
mineral, que se depositam apenas nos locais preparados para recebé-los, ou
seja, onde é necessario providenciar a rigidez conferida pelo papel estrutural
do osso [104]. As proteinas ndo colagénicas da matriz sdo apontadas como
tendo um papel muito importante na configuragado espacial dos ides calcio e
fosfato de maneira a criar a formagao da hidroxiapatite. Por outro lado, a PAL é
tida como a enzima que hidroliza o pirofosfato e os ésteres fosfato inorgénicos
presentes no meio proporcionando fosfato extra disponivel para a formacao de
hidroxiapatite, e que remove os componentes que inibem o crescimento dos
cristais), desempenhando deste modo um papel imprescindivel na manutengéo

do calcio no osso [107].

Em circunstancias normais, a formacdo e a reabsorcdo de 0sso sao
processos coordenados que ocorrem nos ostedes e que sao responsaveis pela
continua remodelagdo Ossea. Este sistema €, em parte, regulado pelos
estrogénios, o que explica que o tecido ésseo seja adicionado ao esqueleto na
puberdade e na gravidez quando os niveis de estrogénios se encontram
elevados, e que seja retirado durante a lactagdo e a menopausa quando os
niveis de estrogénios diminuem. O importante efeito regulador das hormonas
calciotrépicas (PTH e Vit. D3) na homeostase do célcio e consequentemente na

remodelagao do osso foi ja referido no ponto anterior [104].

As flutuagbes do calcio extracelular livre ionizado acompanham a
remodelagédo O6ssea e contribuem para a homeostase do calcio [108]. Em linhas
celulares de osteoblastos, elevagdes no calcio extracelular induziram um
aumento na quimiotaxia e na proliferagao de osteoblastos [1,109] e alteraram

os niveis de expressao de alguns marcadores de diferenciagao [110,111].
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Nestes trabalhos, a exposicao a altas concentragdes de calcio durante 24
e 48 horas, por adicdo de CaCl, ao meio de cultura, aumentou
significativamente a sintese de DNA e de colagénio tipo | em osteoblastos
humanos e em osteoblastos de porco, respectivamente. Ha estudos que
demonstram que o calcio, mesmo independentemente do efeito das hormonas
calciotropicas controla directamente a fungcéo osteoblastica, uma vez que estes
respondem a pequenas elevagdes do calcio extracelular aumentado a
proliferacdo e quimiotaxia, a diferenciacdo e a produgdao de nddulos de
mineralizagdo, de um modo dependente do tempo e da concentragdo, na
auséncia de hormonas calciotropicas [112]. Um estudo bastante recente
demonstrou que concentragcdes de calcio extracelular até 8 mM, podem
promover condicdes adequadas a proliferagado e diferenciagao osteoblastica,
quer em culturas de monocamadas, quer em culturas tridimensionais, e que
consequentemente, da perspectiva da diferenciacdo osteoblastica, a incubacao
de osteoblastos numa concentracédo 6ptima de calcio extracelular, sera util para

a engenharia de tecidos 6sseos [113].

A manutengdo da homeostase do calcio no sangue e nos fluidos
extracelulares, bem como a sensibilidade demonstrada pelos osteoblastos a
oscilagbes na concentragao extracelular do ido calcio pressupde a existéncia
de algum mecanismo de deteccgdo especializado. Na ultima década, muito foi
conhecido acerca do modo como determinados tipos de células,
nomeadamente os osteoblastos, detectam flutuagcbes na concentracao
extracelular do ido calcio, e surgiram provas da existéncia de um receptor de

membrana celular com sensibilidade para essas mesmas flutuagoes.
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4 Receptor extracelular do calcio

No inicio dos anos 90 tornou-se evidente que certas células
nomeadamente as da glandula paratirdide, tinham capacidade de reconhecer e
responder a pequenas alteragbes na concentracdo do calcio ionizado
extracelular [114], e que este processo se assemelhava ao mecanismo através
do qual certos receptores celulares, acoplados a proteina G, respondiam a

varios mensageiros extracelulares [115,116,117,118,119].

A estimulagdo da maior parte dos receptores acoplados a proteina G
activa uma cadeia de eventos que alteram a concentracdo de uma ou mais
moléculas intracelulares, também chamadas mensageiros intracelulares ou
segundos mensageiros, que por sua vez passam o sinal através da alteragao
do comportamento de proteinas celulares seleccionadas ou mesmo activando

ou reprimindo a transcri¢do de genes especificos.

41 Clonagem do Calcium Sensing Receptor

Em 1993, a clonagem do CaSR acoplado a proteina G em células da
glandula paratirdide de bovino, veio confirmar que o ido calcio funciona de facto
como um primeiro mensageiro extracelular [120]. Em 1995 o CaSR foi
localizado nos cromossomas 11 e 16 do rato e do ratinho respectivamente e
obteve-se o0 mapa deste receptor no cromossoma 3 humano [121]. Nos bovinos
localiza-se no cromossoma 1 [122]. Técnicas de hibridacdo de DNA levaram
posteriormente a clonagem e caracterizagao de CaSRs em diferentes tecidos e
em varias espécies de mamiferos (paratiréide humana e de rato, rim humano e
de coelho, células C de rato, cérebro de rato), de passaros (paratirdide de
galinha) e de anfibios (mucosa gastrica de salamandra), exibindo todos eles
uma percentagem muito elevada de homologia
[123,124,125,126,127,128,129,130,131].

A clonagem deste receptor tornou possivel identificar a sua presenga
nao sé na glandula paratiréide mas também na maior parte, sendo em todos os

tecidos envolvidos na homeostase sistémica do ido calcio [132].
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4.2 Bioquimica do CaSR

Nos humanos o CaSR é constituido por 1078 aminoacidos [128]. A
topologia estrutural deste receptor, representada na figura 19, é caracterizada
de acordo com a sua sequéncia de nucledtidos por trés dominios estruturais
principais: um grande segmento terminal-NH2 composto por mais de 600
aminoacidos do lado extracelular, sete sub-dominios transmembranares e um
segmento terminal-COOH com cerca de 200 aminoacidos no lado intracelular
[120].

Extracelular

Intracelular

COOH

Figura 19. Esquema da estrutura topolégica do CaSR com os
seus dominios extracelular, intramembranar e intracelular [133].

Cré-se que sejam os grupos de aminoacidos da porgédo extracelular do
CaSR a interagir com os ides extracelulares, modulando assim o nivel de
activagao do receptor e o sinal de transdugao [134,135,136]. No entanto, os
detalhes do local especifico no dominio extracelular, onde ocorre a interacgéo

ligando-receptor, estdo ainda por definir.

O dominio extracelular do CaSR sofre N-glicolisagdes em varios locais, o
que vai condicionar a localizagdo do receptor na membrana, bem como o seu
nivel de activagao [120,123,137,138]. Os residuos de cisteina no dominio
extracelular participam na formacdo de dimeros do receptor, promovendo

modificacdes na sua fungao [139,149,141].
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A porgao central do CaSR contém aproximadamente 250 aminoacidos.
Esta regido da molécula forma os sete dominios intramembranares que
caracterizam os receptores acoplados a proteina G e as “voltas” intra e
extracelulares que os unem [120,123]. Na segunda e na terceira volta, existem
porcoes especificas envolvidas na fosforilagcdo do receptor, mas desconhece-

se se ocorrem interacgdes com o dominio intracelular [142].

Estudos estruturais e funcionais demonstraram a localizagdo no dominio
intracelular de varios pontos onde ocorrem fosforilagcbes das proteinas quinase
C e A [120,123]. E sabido que a fosforilagdo do CaSR pela proteina quinase C
diminui o nivel de activagao do receptor, mas é ainda desconhecido o papel

fisiologico da fosforilagdo pela proteina quinase A [142].

4.3 Agonistas do CaSR

4.3.1 Agonistas endoégenos

Embora o ido calcio seja o ligando fisiologico in vivo com maior relevancia,
com afinidade entre 1.1 e 1.3 mM para o CaSR, existem outros ligandos que
demonstram afinidade em concentragdes micromolares para o0 mesmo
receptor. Entre os varios ligandos encontram-se os catides divalentes (Mg®*),
0s aminoacidos (tirosina), as poliaminas (espermina) e os péptidos p-amiléides

[120,143,144,145].

O efeito modulador demonstrado pelos agonistas enddgenos é expresso

na presenca do ligando nativo, o ido calcio.

4.3.2 Agonistas exogenos

A semelhanca do calcio, existe uma variedade de catides di e trivalentes
que activam o CaSR. Estes incluem, por ordem de poténcia: La*"> Gd**> Be?*>
Ca?* = Ba®*> Sr**> Mg?* [146]. Também alguns péptidos, como a poliarginina e
a polilisina parecem regular a fungédo da paratirdide por uma via semelhante a
de concentracbes elevadas de extracelular, através do CaSR [114]. A par da

poliarginina e da polilisina, os antibidticos polivalentes aminoglicosideos,
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produzem uma estimulacdo dose dependente do CaSR, apresentando a
seguinte ordem de poténcia: neomicina> tobramicina= gentamicina>

canamicina [147].

4.3.3 Calcimiméticos

Varios compostos tém sido estudados na procura de activadores
famacolégicos do CaSR. Uma vez que estes compostos mimetizam os efeitos
do calcio tém sido designados de calcimiméticos. Os calcimiméticos
classificam-se em tipo |, que consistem em policatides organicos e inorganicos
como o proprio calcio, ou seja sao agonistas do CaSR, e em tipo I, que sao
pequenas moléculas com elevada carga positiva que actuam como activadores
alostéricos do CaSR [148]. Os calcimiméticos do tipo | actuam no dominio
extracelular do receptor, enquanto os do tipo Il actuam no dominio

transmembranar [149].

Existe actualmente um calcimimético do tipo Il comercializado, utilizado
como terapéutica para o hiperparatiréidismo secundario, com o nome geneérico

de cinacalcet HCI.

44 O CaSReoOsso

O CaSR tem emergido como um factor central na regulagcdo no
metabolismo do calcio em particular e no controlo do metabolismo mineral e do

o0sso em particular [150].

Mutagdes no gene humano do CaSR tém sido implicadas em varias
patologias decorrentes da deficiente regulacdo do calcio. Estas mutagbes
podem conduzir a hipercalcémia hipocalciurica familiar, a hiperparatiréidismo
neonatal severo e a hipocalcémia autossémica dominante [151, 152]. A
hipercalcémia hipocalciurica familiar resulta de uma redugdo do numero de
CaSRs na glandula paratirdide e no rim, e habitualmente exibe um percurso
clinico benigno. No hiperparatiréidismo neonatal severo, que decorre de uma

mutacao que inactiva o CaSR, ha uma hipercalcémia grave acompanhada por
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uma marcada elevagao dos niveis de PTH circulantes, podendo ser fatal. A
mortalidade resulta duma acentuada desmineralizagdo O6ssea e de multiplas
fracturas 6sseas. Pelo contrario, mutagbes que conduzam a uma activacao do
CaSR com excesso de sensibilidade a activagdo pelo calcio causam
hipocalcémia autossdomica dominante, semelhante ao hipoparatirdéidismo, com
um aumento excessivo de excregao urinaria de calcio [132]. Ho e seus
colaboradores em 1995 produziram modelos animais com mutagdes genéticas
do CaSR, que representam modelos animais validos para o estudo das
doencgas atras descritas [153]. Ha ja bastantes modelos animais disponiveis,
com defeitos no esqueleto, que ocorrem de forma natural ou manipulada, mas
nenhum deles é ainda particularmente util para o estudo do mecanismo do
CaSR no osso [154]. Trabalhos adicionais serao no entanto necessarios para
avaliar o papel estrutural e funcional do CaSR no 0sso, nos quais a utilizagéo
de modelos animais com supressao do gene ou o uso de farmacos agonistas e
antagonistas do CaSR irdo revelar-se certamente como mais valias

indiscutiveis.

Estudos recentes reforcaram as evidéncias de que o CaSR é expresso
nas células do osso e/ou nos seus percursores, podendo desempenhar um

papel importante nestas células.

Yamaguchi e seus colaboradores em 1998 evidenciaram a expressao do
CaSR em células da linha mondcitos/macrofagos, ja referida como sendo
percursora dos osteoclastos, e em 1999, Kanatani e seus colaboradores
identificaram o mesmo receptor em pré-osteoclastos de culturas celulares
derivadas de bago, com capacidade de formarem células mutinucleadas
osteoclasticas [155,156].

Outro estudo demonstrou que o CaSR é expresso em osteoclastos
maduros de coelho e que o aumento de calcio no meio de cultura ou a adigao
de agonistas extracelulares como o gadolinio ou a neomicina inibiram a

reabsorgao 6ssea pelos mesmos osteoclastos in vitro [157].

Varios estudos demonstraram que o CaSR e que o mRNA para este
receptor, sdo expressos em varias linhas celulares, incluindo as de ratinho
MC3T3-E1, as SAOS-2 humanas e as UMR-106 de rato e que a exposi¢ao de

células MC3T3-E1 a altas concentragdes de calcio (até 4.8 mM) ou a agonistas
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policatiébnicos, neomicina e gadolinio, estimulam a quimiotaxia e a sintese de
DNA nestas células [1,2]. Nestes trabalhos foi evidenciado que a expressao do
CaSR esta patente ao longo do tempo da cultura celular (proliferagéo,
maturacdo da matriz e mineralizagdo), sugerindo que este receptor pode
funcionar quer nos pré-osteoblastos quer no osteoblastos maduros. Trabalhos

recentes reconfirmaram a expressao do CaSR em células MC3T3-E1 [158].

Tal como os osteoclastos e osteoblastos, também os ostedcitos
respondem a alteracdes dos niveis de calcio extracelular [159,160]. Apesar de
se tornarem aprisionados na matriz 6ssea mineralizada, continuam a participar
na homeostase mineral, talvez por serem sensiveis as forcas mecéanicas no
0sso [161]. Kamiota e seus colaboradores demonstraram que a elevagao nos
niveis de calcio extracelular aumenta o calcio intracelular em ostedécitos de
galinha, através de um mecanismo que envolve a mobilizagdo do calcio dos
seus depdsitos intracelulares, presumivelmente por algum tipo de mecanismo

sensivel ao calcio [160].

Todos os trabalhos que tém vindo a ser desenvolvidos no sentido de
melhor conhecer o mecanismo de deteccéo e de resposta dos osteoblastos a
concentracdo extracelular do calcio, evidenciam que os osteoblastos, na
presenca de altas concentragdes de calcio respondem com um aumento da
proliferacdo celular e que esta influéncia se exerce através do CaSR, uma vez
que na presencga de agonistas deste receptor, os osteoblastos respondem de
modo semelhante. No entanto, desconhece-se ainda se altas concentragcdes de
calcio terdo um efeito estimulador na diferenciacdo osteoblastica e se a existir
esse efeito estimulador, havera envolvimento do CaSR. Foi com base nesta

hipotese que se desenvolveu o presente trabalho.
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lll — Materiais

1 Linha Celular MC3T3-E1

A linha celular MC3T3-E1 foi adquirida ao ECACC (European Collection of

Cell Cultures) com a referéncia 99072810.

2 Reagentes e Kits

Os reagentes e kits utilizados sao apresentados em anexo detalhadamente

(Anexos A e B, respectivamente).



Métodos

IV — Métodos

Todas as experiéncias foram realizadas in vitro.

1 Culturas celulares da linha de osteoblastos MC3T3-E1

A parte experimental do estudo foi realizada com a linha celular de
osteoblastos de ratinho, MC3T3-E1.Em todos os procedimentos foi observada

técnica asséptica.

1.1 Osteoblastos MC3T3-E1

As células MC3T3-E1 derivam do calvario de ratinhos recém-nascidos e
tém capacidade de se diferenciar em osteoblastos e de produzir colagénio tipo
|, fosfatase alcalina e osteocalcina. Estes osteoblastos crescem em meio de
cultura alpha MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, a uma
temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Apresentam uma eficiéncia

de adeséao de 67%.

Os padrbes de expressao das proteinas relacionadas com o tecido 6sseo
nestas células demonstram que esta linha celular constitui um sistema in vitro
muito util para o estudo do processo da diferenciacdo durante os diferentes

estadios de desenvolvimento [162].

1.2 Preparacao do meio de cultura completo

O meio de cultura completo é obtido por adicdo de 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 0.5% de gentamicina 10 mg/ml e 1% de fungizona 1%, ao meio de
cultura alpha MEM. A sua esterilizagao foi feita por filtragcao (Filtertop 500 ml;
0.22 ym PES TPP 99505) podendo ser conservado a 4°C até utilizacao.
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1.3 Iniciagao das culturas de MC3T3-E1

Para a realizacdo de cada experiéncia, foi necessario proceder a
descongelacdo de uma ampola de MC3T3-E1 (6 passagem) conservada em
azoto liquido a uma temperatura de -120°C. Depois de retirar a ampola do
azoto liquido, colocou-se em banho-maria a 37°C e aspirou-se o conteudo, que
se verteu gota-a-gota para um volume de 5 ml de meio a-MEM completo. De
seguida, centrifugou-se 10 minutos a 1400 rpm e rejeitou-se o sobrenadante,
para se retirar o DMSO (dimetilsuféxido) que constitui o veiculo utilizado como
conservante para a congelagao das células. Ressuspendeu-se o pelet celular
em 2 ml de meio a-MEM completo e cultivou-se em frasco de 75 cm?
(Sarstedt®) com 10 ml de meio a-MEM completo. As células foram incubadas
na estufa a 37°C e 5% COa.

1.4 Multiplicagdao do numero de células

A obtencdo do numero de células necessario a realizagdo das
experiéncias pressupde a tripsinizacdo prévia das células em cultura
resultantes da descongelagdo da ampola inicial, apés atingida a confluéncia. A
tripsinizagdo € um método enzimatico e mecanico de desagregacao de tecidos
e foi utilizado por ser bastante pratico e rapido, possibilitando a recolha de
praticamente todas as células. Deste modo, para se tripsinizarem as células
MC3T3-E1 em confluéncia, rejeitou-se o meio de cultura do frasco, lavaram-se
as células com PBS 1x estéril, adicionaram-se 2 ml de tripsina e mantiveram-se
as células na estufa (37°C e 5% CO3) durante 3 minutos para activagéo da
tripsina. Apos este tempo, juntaram-se 4 ml de meio alpha MEM completo para
neutralizar a acgao da tripsina. Homogeneizou-se e dividiu-se a suspensao
celular resultante, por novos frascos de 75 cm? (Sarstedt®). Procedeu-se deste

modo, sempre que foi necessario multiplicar as células.
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1.5 Plaqueamento das células

Apos tripsinizagao das células MC3T3-E1 em confluéncia, a suspenséao
celular resultante foi cultivada em placas de cultura de 6 pogos (TPP® 92006),
com a concentragdo de 14X10* células/poco. A contagem das células foi
efectuada em cadmara de Neubauer Improved (figura 21). As células foram
cultivadas em meio de cultura alpha MEM completo suplementado com
activadores do fendtipo osteoblastico: acido ascérbico 50 pg/ml, B-
glicerofosfato 5 mM e 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 108M.

~

~
N

Figura 20. Camara de Neubauer Improved \\\

com ampliagdo duma das duas grelhas
existentes para contagem. As células aparecem
como pontos. :

1.6 Preparacao das solugdes de calcio e do agonista do CaSR

1.6.1 Solugodes de calcio

A concentragdo de Ca*" existente no meio de cultura Alpha MEM ¢é 1.8
mM, tendo sido esta concentracdo utilizada como controlo.Para o estudo
prepararam-se solugdes de cloreto de calcio (CaCl, granulado anidro) com
diferentes concentragdes, de maneira a obterem-se concentracdes finais no
meio de cultura de 3.3, 4.8, 20 ou 40 mM de Ca®'. Todas as solucdes foram
esterilizadas por filtragao (filtro 0.2 ym, Schleicher & Scuell® 10462200).

Assim, para se obter a concentracgo final de 4.8 mM de Ca?* no meio de

cultura, pesaram-se 0.1365 g de CaCl, e diluiram-se em 10 ml de H)O
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destilada e desionizada (solugdo mae |). Ao adicionar 50 pl da solugdo mae |
por pogo de cultura (2 ml) obteve-se uma concentracdo de Ca®* total de 4.8
mM. Diluindo a solu¢cdo mae | na propor¢gao de 1:2 com H,O destilada e
desionizada e adicionando-se 50 ul da solugao resultante por pogo de cultura,

obteve-se uma concentracdo de Ca®"* total de 3.3 mM.

Para se obter a concentracdo 40 mM de Ca®* no meio de cultura,
pesaram-se 1.7383 g de CaCl; e diluiram-se em 10 ml de H,O destilada e
desionizada (solugdo méae Il). Ao adicionar 50 ul da solugdo mae Il por pogo de
cultura, obteve-se uma concentracdo de Ca®" total de 40 mM. Diluindo a
solugcdo méae Il na propor¢cao de 1:2 com H,O destilada e desionizada e
adicionando-se 50 pl da solugao resultante por poco de cultura, obteve-se uma

concentracdo de Ca®* total de 20 mM.

1.6.2 Solugao de neomicina

A concentracdo de neomicina utilizada foi 300 uyM, que se obteve por
inoculagao directa das células com 38 yl da Solugdo neomicina 10 mg/ml em
NaCl 0,9%.

1.7 Tratamento das células MC3T3-E1

As células MC3T3-E1 foram tratadas com as diferentes solugcbes de
célcio, com solugdo de neomicina (agonista do CaSR) ou com as solu¢des de
calcio combinadas com neomicina, nas suas 3 fases de diferenciac¢ao, durante

24 horas, conforme esquema apresentado na figura seguinte:
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CaCl,
Ou
Neomicina
Ou CaCl,
CaCl, + Neomicina Ou
H P CaCI2
Dla 4 Neomicina ou
. Ou .
celulas CaCl, + Neomicina Neomicina
em . Ou
cultura Dia 11 CaCl, + Neomicina
Dia 18
H_l
24h
)
24h
24h
i Ensaios
recolha recolha recolha
das das das
células células células

Figura 21: Esquema representativo do cronograma das experiéncias realizadas. As setas
preenchidas representam os momentos de tratamento e as setas sem preenchimento
representam os momentos de recolha das células (apds 24 horas de tratamento).

1.8 Recolha e preparagao das amostras

Apos os tratamentos de 24 horas, com as solugdes de calcio, neomicina
ou calcio combinado com neomicina, nos dias 5, 12 e 19, o meio de cultura foi
recolhido para tubos ependorfs e guardado a -20°C. As células foram lavadas
duas vezes com PBS 1x e removidas por tripsinizagdo. Recolheram-se a
suspensdes celulares resultantes para tubos ependorfs e centrifugaram-se
durante 10 minutos a 2000 rpm. Removeu-se o sobrenadante e lavaram-se os
pelets celulares resultantes com 1 ml de PBS 1x. Centrifugaram-se novamente
as células, aspirou-se o sobrenadante e guardaram-se os pelets celulares a

-20°C, até realizacao dos ensaios.

Para a determinacdo do conteudo de DNA, Proteina total e actividade
enzimatica da Fosfatase Alcalina as células foram homogeneizadas em
TritonX-100 1% e lisadas por sonicagem durante 1 minuto. Os lisados celulares

constituiram as amostras para estes ensaios.
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A producgao de osteocalcina foi determinada no meio de cultura recolhido.

Para os ensaios histoquimicos (coloragdo da Fosfatase Alcalina e Von
Kossa), aspirou-se o meio de cultura dos pogos, lavaram-se as células duas
vezes com PBS 1x e adicionou-se a cada pog¢o solu¢cdo de formaldeido 4%
durante 15 minutos a 4°C, de modo a fixar as células. Retirou-se a solucéo de
formaldeido e lavaram-se as células duas vezes com agua bidestilada e
desionizada, deixando a agua em contacto com as células 10 minutos para
assegurar a remogao completa do formaldeido. Guardaram-se as placas a 4°C
até realizagao dos ensaios.

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e repetidas quatro

vezes.

2 Efeito do calcio na proliferacéo dos osteoblastos

A avaliacdo do efeito do calcio na proliferacdo dos osteoblastos foi
realizada através da quantificacdo do DNA e da Proteina Total apds exposi¢cao
das células, as concentracdes de calcio, a neomicina e as concentragdes de

calcio combinadas com neomicina.

A quantificagdo do DNA permite avaliar o grau de proliferagao celular,
uma vez que durante esta fase as células duplicam a um ritmo acelerado o seu
material genético. A quantificacdo da proteina total permite avaliar de uma

maneira indirecta a actividade celular.

2.1 Quantificagdao do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada com o DNA QUANTIFICATION KIT
Fluorescence Assay® Sigma. Neste ensaio, a bisBenzimida que é um
composto fluorescente, liga-se as sequéncias AT do DNA de cadeia dupla,

traduzindo assim a elevada sensibilidade deste ensaio.

2.1.1 Preparacgao dos reagentes
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A solugdo de BisBenzimida 1mg/ml obteve-se a partir da diluicdo da

solucdo 10 mg/ml em agua destilada, desionizada e estéril.

O Tampao fluorescente 10 x foi obtido por adigao de 3.94 g Tris HCL 0.1
mM, 29.22 g NaCl 2M e 0.9305 g EDTA 10mM a 250 ml de agua estéril.
Acertou-se o pH para 7.4.

A partir da solugcdo padrao inicial de DNA 1 mg/ml prepararam-se duas

solugdes padrao de 10 e 100 pg/ml, de acordo com a seguinte tabela:

Tabela 1. Solugbes padrao stock de DNA

Padrao 10 pg/ml Padrao 100 pg/ml
Solugdao DNA 1 mg/ml 10 ul 100 pl
10X Tampéao fluorescente 100 pl 100 pl
Agua estéril 890 ul 800 ul
Volume final 1 ml 1 ml

O volume total de solugdo BisBenzimida 0.1 uyg/ml necessario para o
ensaio obteve-se por adigao de 0.01% de solugao BisBenzimida 1mg/ml e 10%
de Tampéo fluorescente 10x a agua destilada, desionizada e estéril, tendo sido

preparado através da formula,
Volume = 2 X [(n° réplica X n°® padrdes) + (n° réplica X n® amostras)]

Preparou-se a solugdo imediatamente antes do ensaio e protegeu-se da

luz.

2.1.2 Procedimento

A preparacgao das solugdes padrao de DNA para a elaboracido da curva de
calibracdo, foi realizada a partir das solugcbes padrdao stock e baseou-se na
tabela 2, tendo sido preparadas 3 réplicas de cada padrao de DNA e do

branco, em tubos de ensaio (Sarstedt® 55478).

Tabela 2. Solugbes padrao de DNA

Diluicao Padrao Padrao Bisbenzimida DNA em DNA
Padrao 10pg/mi 100pg/ml 0.1 pg/ml 2ml (ng/ml)
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DNA (un) (u) (ml) (ng)
branco 0 0 2 0 0
1 2 - 2 20 10
2 5 - 2 50 25
3 10 2 100 50
4 - 2 2 200 100
5 - 5 2 500 250
6 - 10 2 1000 500

Mediram-se 20 pl das amostras igualmente para tubos de ensaio
(Sarstedt® 55478), tendo sido preparadas 2 réplicas de cada amostra.
Calibrou-se o fluorimetro (VARIAN Cary Eclipse) para os comprimentos de
onda de excitagdo 360 nm e de emissado 460 nm, e equilibraram-se as leituras
para valores aproximados de zero com agua destilada. Adicionaram-se 2 ml da
solugcdo BisBenzimida 0.1 pg/ml aos tubos, homogeneizando-se no vortéx e
procedeu-se imediatamente as leituras do branco, dos padrdes e finalmente

das amostras.

2.1.3 Apresentacao dos resultados

O valor médio das unidades relativas de fluorescéncia (URF) da solugao
BisBenzimida 0.1 ug/ml (branco) foi subtraido aos valores médios das URF das
amostras e dos padrdes, obtendo-se os valores corrigidos. A construgcao da
curva padréao foi efectuada com os valores corrigidos dos URF dos padrdes vs
concentracgdo em ng/ml DNA. A partir desta curva obtiveram-se as

concentracdes de DNA das amostras.
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2.2 Doseamento da proteina total

A determinacdo da proteina total foi realizada com o kit BCA Protein
Assay, (BCA — bicinchoninic acid) Pierce™. O ensaio baseia-se no principio da
redugdo do ido Cu?" em Cu'" pelas proteinas, em meio alcalino (reacgdo do
biureto), com a detecgado colorimétrica altamente sensivel e selectiva do ido
Cu' por um reagente contendo BCA. A quelatagdo de 2 moléculas de BCA
com um ido Cu' produz um complexo de cor purpura, que exibe forte
absorvancia a 562 nm e é linear com o aumento da concentragdo de proteina,
numa escala de 125 — 2000 ug/ml. O processo pode ser representado pelo

esquema seguinte:

2.2.1 Preparacgao dos reagentes

O volume de reagente BCA/CuSO4 necessario para o ensaio foi calculado

através da formula:
Volume = [(n° padrbes x n° réplicas) + (n° amostras x n° réplicas)] x 200 pl

Este reagente resultou da adi¢ao de 50 volumes de solugao de carbonato
de sodio/bicarbonato de sodio/acido bicinchoninico/tartarato de soédio em
hidroxido de sédio 0.1 M, a 1 volume de CuSO4 4%.

O Padrao de BSA preparou-se por diluigdo de 25 mg de BSA em 2.5 ml
de Triton X-100 0.1%, obtendo-se deste modo a concentracdo de 10 mg/ml. A
partir deste padrao, foram preparados padrées para a elaboracido da curva de

calibracéo, de acordo com a seguinte tabela:
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Tabela 3. Solugdes padrdo de BSA

Padrao Agua Fonte e volume de | Volume | BSA final BSA /poco
destilada BSA final (ng/ul) (ng)
(ul) (u1)
Branco 200 - 200 - -
1 100 pl
100 (Padrao 10 mg/ml) 200 5 50
2 100 100 pl 200 25 25
Padrao 1
3 100 100 pl 200 1.25 12.5
Padrao 2
4 100 100 pl 200 0.625 6.25
Padréao 3
5 100 100 pl 200 0.3125 3.125
Padrao 4
6 100 100 pl 200 0.1563 1.563
Padréao 5

2.2.2 Procedimento

A 10 pl das amostras, dos padrdes e dos respectivos brancos (TritonX-
100 1% e agua destilada) adicionaram-se 190 pl do reagente BCA/CuSo4 em
cada pogo, de placas de 96 pogos (Sarsted® 82.1581). Homogeneizou-se num
plate shaker durante 30 segundos e incubou-se 60 minutos a 37°C. Por fim,
retiraram-se as placas da estufa para normalizagdo da temperatura e
efectuaram-se as leituras das absorvancias no espectofotometro a 540 nm
(SLT Spectra reader).

2.1.3 Apresentacao dos resultados

O valor médio da absorvancia dos brancos (Triton X-100 1% e agua
destilada) foi subtraido aos valores médios das absorvancias das amostras e
dos padrdes respectivamente, obtendo-se os valores corrigidos.A construgao
da curva padrao foi feita com os valores corrigidos dos padroes vs
concentragdo em ug/ml. A partir da curva padrdo obtiveram-se as

concentracdes de proteina para as amostras.
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3 Efeito do calcio na maturacdo dos osteoblastos

3.1 Determinacao da actividade enzimatica da fosfatase alcalina

A Fosfatase Alcalina (PAL) é uma enzima da membrana celular, estando o
aumento da sua actividade associado ao fenodtipo das células Osseas e a

maturacao da matriz extracelular antes da sua mineralizacao.

3.1.1 Quantificagao da actividade enzimatica da PAL

A quantificacdo da PAL foi realizada com o kit Phosphatases, Alkaline,
Acid, Prostatic Acid (Sigma Diagnostics®), que consiste num ensaio
colorimétrico para quantificacdo do produto p-nitrofenol (pNP). Este produto
resulta da hidrélise do p-nitrofenilfosfato (p-NPP) pela PAL, libertando-se p-
nitrofenol e fosfato inorganico. O p-nitrofenol em meio alcalino, converte-se
num complexo amarelo que exibe absorvancia entre 400 e 420 nm sendo a

intensidade da cor proporcional a actividade da enzima.

3.1.11 Preparagcao dos reagentes

O substrato da PAL obteve-se por adicdo de tampao bicarbonato de
sodio, 15 mg de substrato pNPP, 20 ul de triton X-100 puro e 80.2 ul de MgClI2.
O tampéao bicarbonato foi previamente preparado por diluicdo de 2.75 ml de
Na,CO3 0.2 M e 2.25 ml de NaHCO3; 0.2M em 15 ml de agua destilada e

desionizada, tendo sido o pH acertado para 10.

A partir do Padrdo pNP 10 umol/ml prepararam-se solu¢gdes padrao para a

elaboragao da curva de calibragdo, de acordo com a tabela 4.
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Tabela 4. Solugdes padrao de p-NP

Padrao NaOH 0.02M Fonte e volume de p-NP / poco
(ul) p-NP (nmol)

Branco 200 - -

1 2000 25 yl (Padrao 10 pymol/ml) 25

2 750 750 ul Padrao 1 12.5

3 750 750 pl Padrao 2 6.25

4 750 750 ul Padréao 3 3.125

3.11.2 Procedimento

Para placas de 96 pogos (Sarsted® 82.1581) pipetaram-se 2 réplicas de
10 pl das amostras e 3 réplicas de 200 ul do branco das amostras (substrato da
fosfatase alcalina). De seguida, adicionaram-se 190 pl do substrato da
fosfatase alcalina as amostras, homogeneizaram-se num plate shaker durante
30 segundos, e incubaram-se 60 minutos a 37°C. Para parar a reacgéo

adicionaram-se 10 pyl de NaOH 0.02M a cada poco.

Para a elaboragao da curva de calibragao, pipetaram-se 3 réplicas de 200

pl de cada padrédo e de NaOH 0.02M (branco dos padrdes).

Por fim, efectuaram-se as leituras das absorvancias no espectofotometro
a 405 nm (SLT Spectra reader).

3.1.1.3 Apresentacao dos resultados

O valor médio das absorvancias dos brancos (NaOH 0.02M e substrato da
PAL) foi subtraido aos valores médios das absorvéancias dos padrdes e das
amostras respectivamente, obtendo-se deste modo os valores corrigidos. A
construgcao da curva padrao foi feita com os valores corrigidos dos padrdes vs
concentraggo em nmol pNP. A partir desta curva obtiveram-se as
concentragdes em nmol pNP das amostras.A actividade enzimatica especifica
da PAL foi expressa em nmol de pNP, por tempo de incubagéo e por ug DNA,

quantificada previamente para cada amostra (nmol pNP/min/ug DNA).
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3.1.2 Ensaio histoquimico da actividade enzimatica da PAL

O protocolo utilizado, através da coloragdo histoquimica de uma
populacdo de células aderentes, permitiu determinar a area de células que
produziram a enzima PAL, uma vez que estas areas apos coloracdo exibem

cor rosa ou avermelhada.

3.1.21 Preparagao dos reagentes

A solugdo Fast Violet obteve-se por dissolugdo de 12 mg de Fast Violet
Salt em agua bidestilada e desionizada. Da adigao de 80 ul de naftol a 2 ml de
solucado Fast Violet resultou a solugdo AP, que foi preparada imediatamente

antes do ensaio.

3.1.2.2 Procedimento

Retiraram-se as placas de 6 pocos, contendo as células fixadas, dos 4°C
e normalizou-se a temperatura. Adicionou-se solugdo AP as células fixadas,
protegeram-se as placas da luz e incubaram-se 45 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, lavaram-se as células duas vezes com agua destilada e

desionizada.

3.1.23 Apresentacao dos resultados

Para visualizagdo das areas de células que produziram a enzima PAL
(coloracdo rosa ou avermelhada), recolheram-se imagens fotograficas

(Olympus C-35AD-4) das células observadas com lupa (Olympus SZX9).
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3.2 Doseamento da osteocalcina

A determinagdo quantitativa da Osteocalcina foi realizada com o kit
Osteometer BioTech Rat-MID Osteocalcin ELISA® (enzyme-linked
immunosorbent assay). O ensaio baseia-se na ligagdo competitiva de um
anticorpo monoclonal a osteocalcina soluvel ou a osteocalcina imobilizada. O
anticorpo monoclonal é especifico para a osteocalcina humana, reconhecendo
parte desta proteina, nomeadamente os aminoacidos 21 ao 29 [163]. Para a
calibracdo foram utilizadas solugdes de osteocalcina purificada humana

sintética.

3.2.1 Preparacao dos reagentes

Reconstituiu-se o liofilizado contendo a solugdo tampao PBS 1 x com
estabilizante e conservante de proteina, com 5 ml de agua destilada.
Reconstituiram-se os Padrdes de osteocalcina sintética humana e a solugio de
osteocalcina sintética humana, com 0.5 ml de agua destilada. Os Padrdes
utilizados apresentaram as seguintes concentragdes em ng/ml: 0; 137.5; 281.4;
686.3; 1204.4; 1606.9. A solucédo de lavagem obteve-se por diluicdo em agua
destilada, da solugéo contendo detergentes e conservantes, na proporgao de
1:50. Os restantes reagentes, nomeadamente osteocalcina sintética humana
biotinilada, tampdo de incubacdo primaria, anticorpo secundario,
tetrametilbenzidina (substrato) e acido sulfurico 0.18M ja se encontravam sob a

forma de solugdes prontas a usar.

3.2.2 Procedimento

Este ensaio caracterizou-se por sucessivas incubagdes. A pré-incubagao
consistiu na adicdo de 100 ul de osteocalcina biotinilada a cada pog¢o das

placas de 96 pocos revestidos com estreptavidina, que se cobriram com
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pelicula adesiva e incubaram 30minutos a temperatura ambiente, num prato
agitador (300 rpm). Apds a incubacao lavaram-se 5 vezes 0s pogos com a
solugdo de lavagem. Seguiu-se a Incubagdo primaria na qual se diluiu a
solucdo do anticorpo primario com o tampao da incubagdo primaria, na
proporcao de 1:100. Pipetaram-se 20 ul dos diferentes padrdoes de osteocalcina
sintética humana, do controlo e das amostras para os pocgos apropriados (3
réplicas/padréo, 3 réplicas/controlo e 2 réplicas/amostra), seguidos de 150 pl
da mistura do anticorpo primario com o tampdo da incubacido primaria.
Cobriram-se os pogos com pelicula adesiva e incubaram-se 1 hora a
temperatura ambiente, no prato agitador. Finda a incubacao primaria lavaram-
se 5 vezes o0s pogos com a solugdo de lavagem. Na Incubagdo secundaria
adicionaram-se 100 pl do anticorpo secundario a cada pogo, cobriram-se com
pelicula adesiva, incubaram-se 1 hora a temperatura ambiente, no prato
agitador e tornou a lavar-se 5 vezes os pogos com a solugao de lavagem. A
ultima incubacgao, de 15 minutos a temperatura ambiente, no prato agitador e
no escuro, foi feita com a solugao de tetrametilbenzidina (100 pl da solugdo em
cada pogo). Finalizado o tempo de incubagdo, a reacgédo colorimétrica foi
parada por adicao de 100 ul da solugao de acido sulfurico 0.18M a cada poco,
e a leitura das absorvancias foi feita num tempo maximo de 2 horas

(espectofotdmetro: comprimento de onda 450 nm).

3.2.3 Apresentacao dos resultados

A curva padrdo € uma curva logaritmica, elaborada com os valores das
absorvancias dos padrdes vs concentracdo em ng/ml de osteocalcina. A partir
desta curva obtiveram-se as concentragbes em ng/ml de osteocalcina das
amostras de valor desconhecido. A quantidade de osteocalcina foi expressa em

ng osteocalcina por ug DNA, quantificado previamente para cada amostra.
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4 Efeito do calcio na mineralizacdo dos osteoblastos

4.1 Coloragao von Kossa

A coloragdo von Kossa é uma técnica que permite identificar os depdsitos
de calcio que compdem os ndédulos de mineralizagdo 6ssea. Neste método, as
células sao tratadas com uma solugao contendo prata que vai substituir o calcio

e depositar-se, conferindo uma cor metalizada.

4.1.1 Preparacao dos reagentes

As solugdes de nitrato de prata 2.5% e tiossulfato de sddio 5% obtiveram-
se por dissolugao completa de, respectivamente, 2.5 g de nitrato de pratae 5 g

de tiossulfato de s6dio em agua destilada e desionizada.

4.1.2 Procedimento

Cobriram-se as células fixadas em placas de cultura de 6 pogos com a
solucado de nitrato de prata 2.5% e colocaram-se as placas destapadas sob
luzes U.V. durante 30 minutos. Lavaram-se as células com agua destilada e
desionizada, cobriram-se os pog¢os com a solugao tiossulfato de sodio 5%
durante 2 a 3 minutos e lavaram-se novamente as células com agua destilada

e desionizada.

4.1.3 Apresentacao dos resultados

Para visualizagdo dos ndédulos de mineralizagdo (cor negra ou castanha
escura) recolheram-se imagens fotograficas (Olympus C-35AD-4) das células

observadas com lupa (Olympus SZX9).
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5 Efeito do calcio na apoptose dos osteoblastos

A caspase 3, também denominada por CPP32, Yama e apopain, € uma
enzima critica da apoptose. Esta enzima tem capacidade de processar as
proenzimas das caspases 2, 6, 7 e 9 e clivar a maior parte das proteinas
envolvidas na regulagdo da apoptose. Esta clivagem é parte do mecanismo
que leva a morte celular, mecanismo esse que inclui condensagao da

cromatina e fragmentagdo do DNA [164].

5.1 Doseamento da caspase 3

O ensaio fluorimétrico para determinagao da caspase 3 foi realizado com
o Kit Caspase 3 Fluorimetric Assay Sigma®, e baseou-se na hidrolise do
péptido acetyl-Asp-Glu-Val-Aps-7-amino-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) pela
caspase 3, resultando um composto fluorescente 7-amino-4-metilcumarina
(AMC):

Caspase 3
Ac-DEVD-AMC " Ac-DEVD + AMC

5.1.1 Preparacgao dos reagentes

Procedeu-se a diluicdo do controlo positivo (caspase 3) com 50 ul de agua
destilada e desionizada e desta solugéo fizeram-se aliquotas que se guardaram
a 70°C. Para o ensaio diluiu-se uma aliquota do controlo positivo com a
solugcdo tampao 1x na proporcao de 1:200. O substrato Ac-DEVD-AMC foi
dissolvido em DMSO e para o ensaio foram utilizados 5 ul adicionados de 3 ml

da solugao tampéo 1x.

Para obtencdo das solugdes AMC padrao procedeu-se a diluicdo da
solugédo Padrdo de 10 mM para 10 yM com a solugéo tampao 1x e seguiu-se a

seguinte tabela:
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Tabela 5. Solugdes padrao de AMC

Padrao nmol AMC / 200 ul Solugao AMC 10 uM Solugao tampao 1x
AMC

Branco - - 200 pl
6 uM 1.2 396 pl 264 yl
4 uM 0.8 264 ul 396 ul
2 uM 0.4 132 pl 528 ul
1 UM 0.2 66 pl 572 pl

500 nM 0.1 33 ul 627 ul

100 nM 0.02 6.6 l 653.4 yl

5.1.2 Procedimento

Em placas de 96 pogos (Costar® 3603) colocaram-se 5 pl das amostras,
do controlo positivo da caspase e da solucdo tampdo 1x. Das amostras
pipetaram-se 2 réplicas, do controlo positivo e do branco, 3 réplicas. De
seguida, adicionaram-se 200 pl da mistura de reacgao contendo o substrato
Ac-DEVD-AMC a cada pogo, agitando suavemente, de modo a evitar a
formacao de bolhas. Cobriram-se as placas e incubaram-se 1 hora e meia no

escuro a temperatura ambiente.

Para a elaboracgao da curva de calibragao colocaram-se 3 réplicas de 200
Ml de cada padréao e da solugdo tampao 1x numa placa de 96 pogos (Costar®
3603).

Por fim, determinou-se a fluorescéncia das amostras no fluorimetro
(SPECTRA Max Gemini XS), para os comprimentos de onda de excitagédo 360

nm e de emissao 460 nm.

5.1.3 Apresentacao dos resultados

O valor médio da fluorescéncia da solugdo tampdo 1x (branco) foi
subtraido as fluorescéncias das amostras e dos padrdes, obtendo-se os

valores corrigidos.
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Elaborou-se a curva de calibracdo dos valores de fluorescéncia vs
concentracdo das solugbes padrdao em nmol caspase3, obtendo-se a partir
desta curva as concentragdes de caspased para as amostras. A actividade da
caspased foi expressa em nmol libertadas por minuto e por ml de amostra ou

do controlo positivo, usando a formula:

Actividade (nmol AMC/min/ml) = nmol AMC x d
txd

onde: v — volume da amostra em ml, d — factor de diluicdo e t — tempo de reacgdo em minutos
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6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os valores expressos
pela média £ desvio padr&o. Foi utilizada como avaliagédo estatistica a analise
de multiplos valores ANOVA. O valor P <0.05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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V — Resultados e Discussao

Capitulo |

Para determinar o efeito de altas concentragdes de calcio e o possivel
envolvimento do CaSR nos diferentes estadios da diferenciagdo dos
osteoblastos, designadamente proliferagdo, maturacdo e mineralizagdo, as
células osteoblasticas MC3T3-E1 foram tratadas, durante 24 horas, com
diferentes concentragbes de calcio (CaCl;), com um agonista do CaSR, a
neomicina, e simultaneamente com calcio e neomicina, nas diferentes fases da
diferenciagdo. Varios marcadores caracteristicos destas fases foram
determinados: conteudo de DNA e de proteina total (proliferagdo e actividade
celular); determinacdo quantitativa e qualitativa da actividade da fosfatase
alcalina e produgdo de osteocalcina (maturagédo); coloragdo “von Kossa”

(mineralizacéo).

Foram também realizados estudos preliminares para avaliar o efeito de
altas concentracdes de calcio e o possivel envolvimento do CaSR na apoptose
dos osteoblastos, através da determinacido da enzima caspase 3, um marcador

critico do processo de apoptose celular.

1 Proliferacao e sintese de proteinas

A quantificacdo do DNA e da proteina total sintetizada permitem avaliar os

graus de proliferagédo e de actividade celulares.

Para avaliar o efeito de altas concentracdes de calcio na proliferagao e
sintese de proteinas através do CaSR, as células foram tratadas com as
concentragdes de calcio 3.3 e 4.8 mM, com neomicina 300 uM (N) e com calcio
combinado com neomicina 300 uM (3.3mM+N e 4.8mM+N), aos dias 4, 11 e 18

de cultura.
As células foram recolhidas apdés 24 horas de tratamento, e foram
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determinados o conteudo de DNA e a quantidade de proteina sintetizada de
acordo com os métodos descritos detalhadamente no capitulo “Materiais e

Métodos”.

1.1 Quantificagdao do DNA

DNA

[]
O
g_ @Dia 5
< mDia 12
-4
a mDia 19
(=]
c

controlo 3.3 4.8 N 3,3+N 4,8+N

conc. mM Ca "/ (N) 300 uM neomicina

Figura 22. Conteudo de DNA (ng) das células MC3T3-E1 por po¢o em diferentes dias de
cultura (5°, 12° e 19° dias) apds tratamento com calcio (3.3mM, 4.8 mM), com neomicina 300
MM (N) ou simultaneamente com calcio e neomicina 300 uM (3.3mM+N, 4.8mM+N), durante 24
horas. O significado estatistico vs. controlo (1.8 mM calcio) é considerado para valores de P <
0.05.

A figura 22 representa os resultados da quantificagdo de DNA das células
MC3T3-E1 apos exposigdes de 24 horas a concentragdes elevadas de calcio
(3.3 e 4.8 mM), a neomicina (N) e a combinacao de elevadas concentragdes de
célcio com neomicina (3.3mM+N, 4.8mM+N), em diferentes tempos da

diferenciacao osteoblastica (dias 4, 11 e 18).

No dia 5 de cultura, observou-se um aumento significativo no conteudo de
DNA das células MC3T3-E1 tratadas com altas concentra¢des de caélcio (3.3 e

4.8 mM) em relagéo ao grupo controlo (1.8 mM).

O tratamento das células com neomicina (N) produziu um efeito

semelhante ao tratamento com altas concentragbes de calcio, com aumento
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significativo do conteudo de DNA. Nas células tratadas com altas
concentragcdes de calcio combinadas com neomicina (3.3mM+N e 4.8mM+N)
ndo se observou diferenga significativa no conteudo de DNA relativamente ao

grupo controlo (1.8 mM).

No dia 12 de cultura, as células MC3T3-E1 tratadas com altas
concentragbes de calcio (3.3 e 4.8 mM) apresentam uma tendéncia de
diminuicdo do conteudo de DNA em relagdo ao grupo controlo (1.8 mM). Em
presengca de neomicina (N) ndo se observou diferenga significativa
comparativamente com o grupo controlo (1.8 mM). O mesmo resultado foi
observado para o tratamento das células com altas concentragbes de calcio

combinadas com neomicina (3.3mM+N e 4.8mM+N).

No dia 19 de cultura, observou-se auséncia de diferencga significativa entre
os conteudos de DNA das células MC3T3-E1 tratadas com altas concentragdes
de calcio (3.3 e 4.8 mM) e o grupo controlo (1.8 mM). Por outro lado, o
tratamento das células com neomicina (N) resultou num aumento significativo
no conteudo de DNA em relagdo ao grupo controlo (1.8 mM). Quando as
células foram tratadas com calcio 3.3 mM combinado com neomicina
(3.3mM+N) observou-se uma diminui¢do do conteudo de DNA relativamente
quer aos grupos de células tratadas com altas doses de calcio, quer as células
tratadas com neomicina. Este efeito ndo se verificou no grupo de osteoblastos
tratados com calcio 4.8 mM combinado com neomicina (4.8mM+N). Embora se
observe uma tendéncia de aumento do conteudo de DNA neste grupo de
osteoblastos comparativamente com o grupo controlo, este aumento nao é

significativo.
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1.2 Sintese de proteina total

Proteina Total
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Figura 23. Conteudo de proteina total (ug) das células MC3T3-E1 por ml em diferentes dias de
cultura (5°, 12° e 19° dias) apds tratamento com calcio (3.3mM, 4.8 mM), com neomicina 300
MM (N) ou simultaneamente com calcio e neomicina 300 uM (3.3mM+N, 4.8mM+N), durante 24
horas. O significado estatistico vs. controlo (1.8 mM calcio) é considerado para valores de P <
0.05.

A figura 23 representa os resultados da quantificagdo de proteina total
sintetizada pelas células MC3T3-E1 apds exposicobes de 24 horas a
concentracbes elevadas de calcio (3.3 e 4.8 mM), a neomicina (N) e a
combinagao de elevadas concentragdes de calcio com neomicina (3.3mM+N e

4.8mM+N), em diferentes tempos de cultura (dias 4, 11 e 18).

No dia 5 de cultura, ndo se observou diferenga significativa entre a
quantidade de proteina total das células MC3T3-E1 tratadas com altas
concentragdes de calcio (3.3 e 4.8 mM) e o grupo controlo (1.8 mM). O mesmo
se verificou nas células que foram expostas a neomicina (N). Nas células
tratadas com altas concentracbes de calcio combinadas com neomicina
(83.3mM+N e 4.8mM+N), observou-se uma diminuicdo significativa da proteina

sintetizada relativamente ao grupo controlo (1.8 mM).

No dia 12 de cultura, os resultados demonstraram auséncia de efeito do
tratamento dos osteoblastos MC3T3-E1 com altas concentragdes de calcio (3.3
e 4.8 mM) na sintese da proteina total. Embora se observe uma tendéncia de

aumento da proteina total nestes grupos, este aumento nao ¢ significativo.
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O mesmo resultado foi obtido quando se trataram as células com a
neomicina (N), sem qualquer diferenga significativa relativamente ao grupo
controlo (1.8 mM). No entanto, quando se trataram as células com a
concentracdo de calcio 3.3mM combinada com neomicina (3.3mM+N),
verificou-se um aumento significativo na quantidade de proteina total, em
relacdo quer ao grupo controlo, quer aos restantes grupos. Este efeito ndo se
verificou no grupo de osteoblastos tratados com calcio 4.8 mM combinado com

neomicina (4.8mM+N).

No dia 19 de cultura, ndo se observou diferenca significativa entre a
quantidade de proteina sintetizada pelas células MC3T3-E1 tratadas com altas
concentragdes de calcio e o grupo controlo (1.8 mM). O mesmo resultado foi
obtido quando se trataram os osteoblastos com a neomicina (N), sem qualquer
diferenca significativa relativamente ao grupo controlo (1.8 mM). Do mesmo
modo, o tratamento combinado das células com altas concentragdes de calcio
e neomicina (3.3mM+N e 4.8mM+N) nao produziu qualquer efeito na sintese de
proteina total, relativamente ao grupo controlo e aos restantes grupos, nao se

observando diferencga significativa.

1.3 Discussao

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos desde a ultima década para se
estudar o efeito do calcio na proliferacdo de osteoblastos. Em 1993, estudos
evidenciaram a sensibilidade dos osteoblastos MC3T3-E1 a altas
concentragcdes de calcio, uma vez que na sua presenga exibiram quimiotaxia
[165]. Foi também demonstrado em osteoblastos humanos um efeito de
estimulacdo da proliferacdo em presenca de altas concentragcbes de calcio
[111]. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os
trabalhos referidos, na medida em que se verifica um aumento significativo da
sintese de DNA quando as células sdo expostas a altas concentracdes de
calcio em relagédo ao grupo controlo com concentragéao fisioldgica de calcio (1.8
mM), o que sugere uma estimulacdo da proliferagdo dos osteoblastos em

presencga de altas concentragdes de calcio.
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De realgar que este efeito positivo foi observado unicamente no dia 5 de

cultura e apo6s 24 horas de tratamento.

Mais estudos realizados neste ambito, utilizando osteoblastos MC3T3-E1
[1] e células osteogénicas de murinos ST2 [2] sugerem que o efeito positivo de
altas concentragdes de calcio passa através do CaSR. Em ambos os tipos de
células, quer o tratamento com altas concentragcbes de calcio, quer com
agonistas do CaSR, nomeadamente neomicina e gadolinio, resultaram no
aumento da sintese de DNA e na quimiotaxia das células osteoblasticas e
osteogénicas. E importante verificar que nestes estudos os tempos de cultura
descritos se reportam a fase inicial da diferenciacdo osteoblastica, nunca

ultrapassando os 4 dias de cultura.

Os resultados obtidos no presente trabalho, apontam fortemente para um
efeito positivo na fase inicial da diferenciagdo mediado pelo CaSR, uma vez
que no dia 5, a estimulagdo do CaSR pela neomicina, agonista policatiénico
com alta afinidade para este receptor, resultou num aumento significativo do
conteudo de DNA relativamente ao grupo controlo. Este efeito € semelhante ao
obtido com o tratamento com altas concentragdes de calcio, o que confirma o

envolvimento do CaSR na proliferagao dos osteoblastos.

Segundo Choy, ao dia 12 de cultura as células MC3T3-E1 encontram-se
na fase final da proliferacdo e no inicio da formagdo ou maturacdo da matriz
[162]. No presente estudo observa-se um aumento em todos os grupos de
células do conteudo do DNA de dia 5 para dia 12, o que é consistente com uma
divisao celular plena caracteristica deste periodo. No entanto, nesta fase (dia
12), 24 horas de tratamento com altas concentracbes de calcio ou com o

agonista do CaSR, nao resultaram em qualquer alteracao na sintese de DNA.

Surpreendentemente, no dia 19 assiste-se a um ligeiro aumento do
conteudo de DNA dos osteoblastos MC3T3-E1 em presenca da neomicina,
relativamente quer ao grupo controlo quer aos grupos tratados com altas
concentracdes de calcio. O tratamento dos osteoblastos com a concentracéo
3.3 mM combinada com neomicina apresenta uma diminui¢ao significativa do
conteudo de DNA, quer em relacdo ao grupo controlo, quer em relagcao aos
restantes grupos. Este resultado sugere que as células possam ja ter cessado

a divisao celular e que se encontrem na fase de maturacéo.
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Efectivamente, e de acordo com Stein e seus colaboradores, a cessagao
da proliferacdo osteoblastica € necessaria a iniciacdo da expressao de genes

associados a fase de maturacéao [166].

A quantificacdo da proteina total sintetizada pelos osteoblastos € um
indicador indirecto da actividade celular. Nao constitui um marcador especifico
de uma determinada fase do ciclo celular, mas é sim um indicador do regular

funcionamento da célula.

Os resultados obtidos no actual estudo demonstram um aumento da
sintese de proteinas e implicito aumento da actividade celular ao longo da

diferenciacao osteoblastica, em todos os grupos de células.

O resultado mais relevante na analise da produgao de proteina total foi o
aumento significativo da proteina sintetizada pelas células expostas a
concentracdo de calcio 3.3 mM combinada com neomicina, no dia 12 de
cultura. E importante verificar que a estimulagdo das células com elevadas
concentragbes de calcio ou a estimulagdo do receptor isoladamente, nao
resultaram, deste tempo de cultura, no aumento da produgéo de proteina total.
Como é sabido, as células possuem para além do CaSR, canais de calcio que
permitem a entrada de calcio nas células. As células respondem ao calcio por
varios mecanismos, que incluem o CaSR, bem como canais de calcio
[167,168,169]. O efeito positivo da presenca do calcio em elevada
concentragédo e do agonista do CaSR em simultaneo, pode sugerir a existéncia
duma hipotética sinergia entre a estimulagdo do CaSR e a entrada de calcio
nos osteoblastos, por outro mecanismo, que pode incluir canais de calcio.

Serao necessarios mais estudos para confirmar esta hipotese.
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2 Maturacdo da matriz extracelular

Para avaliar o efeito de altas concentracbes de calcio na maturacdo da
matriz extracelular através do CaSR, as células foram tratadas com as
concentragdes de calcio 3.3 e 4.8 mM, com neomicina 300 yM e com calcio
combinado com neomicina 300 M (3.3mM+N e 4.8mM+N), aos dias 4, 11 e 18
de cultura. As células foram recolhidas apés 24 horas de tratamento, e foram
avaliadas a actividade da fosfatase alcalina (PAL) e a osteocalcina produzida
pelos osteoblastos, de acordo com os métodos descritos detalhadamente no

capitulo “Materiais e Métodos”.

2.1 Actividade Enzimatica da PAL

A actividade enzimatica da PAL foi avaliada quantitativamente e
qualitativamente, através de ensaios bioquimicos e histoquimicos,

respectivamente.

Actividade da PAL

BEDia5
@ Dia 12
EDia 19

nmol/min/ug DNA

controlo 3.3 4.8 N 3,3+N 4,8+N

conc. mM Ca?"/ (N) 300 uM neomicina

Figura 24. Actividade enzimatica da PAL (nmol/min/ug DNA) das células MC3T3 em diferentes
dias de cultura (5°, 12° e 19° dias) apés tratamento com calcio (3.3mM, 4.8 mM), com
neomicina 300 uM (N) ou simultaneamente com calcio e neomicina 300 uM (3.3mM+N,
4.8mM+N), durante 24 horas. O significado estatistico vs. controlo (1.8 mM calcio) é
considerado para valores de P < 0.05.
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A figura 24 representa os resultados da actividade enzimatica da PAL das
células MC3T3-E1 apds exposicdes de 24 horas a concentragdes elevadas de
calcio (3.3 e 4.8 mM), a neomicina (N) e a combinagdo de elevadas
concentragdes de calcio com neomicina (3.3mM+N e 4.8mM+N), em diferentes

tempos da diferenciagao osteoblastica (dias 4, 11 e 18).

No dia 5 de cultura, observou-se uma diminuicdo significativa da
actividade enzimatica da PAL das células MC3T3-E1 tratadas com altas
concentragdes de calcio em comparagdo com o grupo controlo (1.8 mM). Esta
diminuicao foi mais acentuada em presenga da concentragédo 3.3 mM de calcio.
Do mesmo modo, observou-se uma diminuicdo significativa da actividade
enzimatica da PAL, quando os osteoblastos forma expostos a neomicina (N).
Nas células tratadas com altas concentragdes de calcio combinadas com
neomicina (3.3mM+N e 4.8mM+N), verificou-se igualmente uma diminuigéo da
actividade enzimatica da PAL relativamente ao grupo controlo (1.8 mM). Como
se pode observar na figura 25, as localizagbes citoenzimaticas da PAL
demonstram no grupo controlo (1.8 mM caélcio) uma actividade mais elevada
desta enzima, quando comparada com os grupos tratados com altas
concentragdes de calcio (3.3 e 4.8 mM), com o grupo tratado com neomicina
(N) e com os osteoblastos na presenga de calcio combinado com neomicina
(3.3mM+N e 4.8mM+N). No grupo controlo as colénias da PAL positivas a

coloracao apresentam maior diametro e sdo mais evidentes.

Figura 25. Coloracdo da actividade enzimatica da PAL das células MC3T3-E1 ao dia 5 de
cultura, ap6és tratamento de 24 horas com: (B) calcio 3.3 mM; (C) calcio 4.8 mM; (D) neomicina
300 pM; (E) calcio 3.3 mM combinado com neomicina 300 uM e (F) calcio 4.8 mM combinado
com neomicina 300 uM. A PAL exibe uma coloragao vermelha cuja intensidade é comparada
com o grupo controlo com célcio 1.8 mM (A).
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No dia 12 de cultura (figura 24), os resultados demonstram um aumento
significativo na actividade enzimatica da ALP, quando as células MC3T3-E1
foram tratadas com a concentragdo 4.8 mM de calcio, em relagdo ao grupo
controlo (1.8 mM). No entanto, quando se trataram os osteoblastos com a
neomicina (N), obteve-se uma diminuigao significativa da actividade enzimatica
da PAL relativamente ao grupo controlo (1.8 mM). Esta diminuicao é visivel
pela observacéo das coldnias de PAL positivas a coloragéo, exibidas na figura
26. Por outro lado, em presenca do calcio, o efeito inibidor da neomicina foi
revertido. De facto, o nivel da actividade da PAL dos grupos sujeitos as
concentracdes 3.3 € 4.8 mM de calcio combinado com neomicina (3.3mM+N e
4.8mM+N), é significativamente mais elevado quando comparado com o grupo
de osteoblastos tratado apenas com neomicina, pese embora este aumento

néo seja significativo em relagéo ao grupo controlo (1.8 mM).
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Figura 26. Coloragdo da actividade enzimética da PAL das células MC3T3-E1 ao dia 12 de
cultura, apds tratamento de 24 horas com: (B) célcio 3.3 mM; (C) calcio 4.8 mM; (D) neomicina
300 uM; (E) calcio 3.3 mM combinado com neomicina 300 uM e (F) calcio 4.8 mM combinado
com neomicina 300 yM. A PAL exibe uma coloracdo vermelha cuja intensidade é comparada
com o grupo controlo com calcio 1.8 mM (A).

No dia 19 de cultura (figura 24) os resultados evidenciam a auséncia de
diferenca significativa entre a actividade enzimatica da PAL das células
MC3T3-E1 tratadas com altas concentragdes de calcio (3.3 e 4.8 mM) e o
grupo controlo (1.8 mM). Como se pode observar pela localizagéo
citoenzimatica da PAL, parece nao existir diferenca na intensidade da

coloragao entre os grupos de osteoblastos tratados com doses elevadas de
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célcio e o grupo controlo (figura 27: B, C e A). Contudo, em presenga da
neomicina (N), verificou-se uma diminuicdo significativa da actividade
enzimatica da PAL relativamente ao grupo controlo (1.8 mM), que se pode
confirmar pela detecgao colorimétrica da actividade enzimatica da PAL, que
apresenta uma coloragdo menos intensa neste grupo (N) que o grupo controlo
(figura 27: D e A). O tratamento das células com calcio 3.3 mM combinado com
neomicina (3.3mM+N) resultou num aumento significativo muito expressivo na
actividade enzimatica da PAL relativamente ao grupo controlo, ao grupo tratado
com neomicina (N) e aos grupos tratados com altas concentragdes de calcio
(3.3 e 4.8 mM). Na figura 27, as localizagdes citoenzimaticas da PAL
demonstram uma actividade elevada da enzima nas células tratadas com calcio
3.3 mM e neomicina em simultédneo (3.3mM+N). Este efeito ndo se verificou em

presencga do calcio 4.8 mM combinado com neomicina (4.8mM+N).

Figura 27. Coloragdo da actividade enzimatica da PAL das células MC3T3-E1 ao dia 19 de
cultura, ap6és tratamento de 24 horas com: (B) calcio 3.3 mM; (C) calcio 4.8 mM; (D) neomicina
300 pM; (E) calcio 3.3 mM combinado com neomicina 300 uM e (F) calcio 4.8 mM combinado
com neomicina 300 uM. A PAL exibe uma coloragao vermelha cuja intensidade é comparada
com o grupo controlo com célcio 1.8 mM (A).
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2.2 Osteocalcina

Osteocalcina
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conc. mM Ca "/ (N) 300 pM neomicina

Figura 28. Conteudo de osteocalcina sintetizada pelas células MC3T3-E1 expressa em ng por
pMg DNA em diferentes dias de cultura (12° e 19° dias) apds tratamento com calcio (3.3mM, 4.8
mM), com neomicina 300 uyM (N) ou simultaneamente com calcio e neomicina 300 uM
(3.3mM+N, 4.8mM+N), durante 24 horas. O significado estatistico vs. controlo (1.8 mM calcio) é
considerado para valores de P < 0.05.

Na figura 28 estdo representados os resultados da osteocalcina
sintetizada pelas células MC3T3-E1 apds exposicbes de 24 horas a
concentragbes elevadas de calcio (3.3 e 4.8 mM), a neomicina (N) e a
combinagao de elevadas concentragdes de calcio com neomicina (3.3mM+N e

4.8mM+N), em diferentes tempos da diferenciagéo osteoblastica (dias 11 e 18).

Nos resultados do doseamento da osteocalcina referentes ao dia 12 de
cultura, ndo se observa diferenga significativa entre os grupos de osteoblastos
tratados com altas concentragdes de calcio (3.3 e 4.8 mM) e o grupo controlo
(1.8 mM). Da mesma forma a osteocalcina determinada no grupo de células
MC3T3-E1 tratado com neomicina (N), ndo apresenta diferengca em relagéo ao
grupo controlo (1.8 mM). No entanto quando os osteoblastos foram tratados
com altas concentragcbes de calcio combinadas com neomicina (3.3mM+N e
4.8mM+N), a osteocalcina produzida apresentou um aumento bastante
significativo, relativamente ao grupo controlo e aos restantes grupos,

principalmente com a concentragao de caélcio 3,3 mM (3.3mM+N).
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No dia 19 de cultura os resultados obtidos evidenciam a auséncia de
diferenca significativa entre os grupos de células MC3T3-E1 tratados com altas
concentragbes de calcio (3.3 e 4.8 mM) e o grupo controlo (1.8 mM),
apresentando a concentracao de 4,8 mM, inclusivamente uma diminuicdo no
conteudo de osteocalcina. O tratamento dos osteoblastos com neomicina (N)
nao altera significativamente a osteocalcina produzida, relativamente ao grupo
controlo (1.8 mM). Um aumento muito significativo € observado particularmente
quando as células sao tratadas com calcio 3,3 mM combinado com neomicina
(3.3mM+N). Este efeito ndo foi observado em presenga de célcio 4,8 mM

combinado com neomicina (4.8mM+N).

2.3 Discussao

A PAL é uma enzima da membrana celular, que actua como agente de
nucleacdo nas primeiras fases da mineralizagcdo do osso [170]. A expressao
desta proteina esta associada ao fendtipo das células 6sseas e com a
maturacao da matriz extracelular antes da deposicdo de minerais. A PAL é a
primeira proteina associada ao fendtipo das células dsseas a ser detectada
imediatamente apds o declinio da proliferagcao [170]. Esta enzima é essencial
para a mineralizagdo da matriz 6ssea, como foi demonstrado pelos efeitos da
sua deficiéncia na doenca genética hipofosfatasica [107]. E portanto um
marcador indicador da formacdo da matriz éssea e que anuncia a sua

subsequente mineralizacio.

De acordo com os resultados do presente trabalho, a influéncia do calcio
na actividade da PAL parece depender da etapa de diferenciacdo em que se
encontram os osteoblastos MC3T3-E1. Na fase inicial da diferenciacéo
osteoblastica, dia 5, elevadas concentracbes de calcio induzem uma
diminuicdo da actividade enzimatica da PAL. A partir do dia 12 de cultura
observa-se um aumento generalizado na actividade enzimatica da PAL em
todos os grupos de osteoblastos. No entanto, este aumento € ainda mais
significativo quando as células sao tratadas com 4.8 mM de calcio, sugerindo
que altas concentragdes de calcio poderao ter um efeito positivo na maturacao

dos osteoblastos. No dia 19 de cultura, elevadas concentragbes de calcio
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parecem nao alterar a actividade enzimatica da PAL das células MC3T3-E1.

No que respeita ao efeito da estimulagao do CaSR na actividade da PAL
verifica-se neste estudo que, em todas as fases da diferenciacdo osteoblastica
se obteve o mesmo resultado, ao contrario do que sucedeu quando se
utilizaram concentracdes elevadas de calcio. Nos dias 5, 12 e 19 de cultura, a
estimulacdo do CaSR resultou numa diminuigcdo da actividade enzimatica da
PAL relativamente ao grupo controlo e aos grupos tratados com altas
concentracdes de calcio. Um trabalho publicado recentemente demonstrou que
a abolicdo da funcdo do CaSR provocou uma diminuicdo da actividade
enzimatica da PAL, sugerindo que o CaSR pudesse estar envolvido na
diferenciagcado osteoblastica [158]. No entanto, e uma vez que a actividade
enzimatica da PAL diminuiu mas n&o foi totalmente inibida (menos de 50% de
inibicdo), os resultados de Yamauchi poderdo ndo ser conclusivos, tanto mais
que outras investigagdes nesta area deixaram em aberto a hipdtese da
existéncia de processos compensatérios para a ablagdo do CaSR em ratos
[171,172]. No actual estudo, a estimulacédo do CaSR em presenca de calcio na
concentragéao fisioldgica (1.8 mM) parece nao contribuir positivamente para a
actividade da PAL e consequentemente para a diferenciacdo dos osteoblastos
MC3T3-E1, em qualquer das fases da diferenciacao osteoblastica (dias 5, 12 e

19 de cultura).

Ha no entanto um facto que se destaca no presente trabalho: o agonista
do CaSR, na presenca de calcio em concentragao elevada provoca uma
exacerbacdo da actividade enzimatica da ALP. O efeito negativo da
estimulagcdo do CaSR pela neomicina na presenga de calcio 1.8 mM é revertido
quando em presenga de calcio na concentracdo 3.3 mM. A combinagao do
agonista do CaSR e do calcio em concentragdo elevada (3.3 mM) parece
promover o aumento da actividade enzimatica da ALP na diferenciacao deste
modelo de osteoblastos. Tal como sugerido na sintese de proteina, é possivel
a existéncia duma eventual sinergia entre a estimulacdo do CaSR e a
promoc¢ao da entrada de calcio nos osteoblastos, provavelmente por canais de

calcio.

Investigagdes prévias utilizando osteoblastos de porco demonstraram que

o efeito de elevadas concentragbes de calcio (5mM), de curto e longo termo,
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inibiu irreversivelmente a actividade enzimatica da PAL, nido por toxicidade mas
sim por provaveis alteracbes na sua transcricdo, para as quais curtas
incubagdes seriam suficientes [110]. Provavelmente, e procurando uma
explicacao plausivel para o que acontece quando se adiciona a neomicina 4.8
mM de calcio, sera provavelmente uma estimulagdo da entrada de calcio nos
osteoblastos em concentracéao tal, que altere a transcricado da PAL, verificando-
se por isso uma diminuicdo da actividade desta enzima, nas células MC3T3-
E1, nestas condigdes. Assim sendo, o possivel envolvimento do CaSR na
diferenciagdo dos osteoblastos estara ligado a um mecanismo ainda néao
identificado, e a associacdo de um agonista do CaSR e de calcio em
concentragbes “Optimas” (que rondam os 3.3 mM) parece apresentar

vantagens na estimulagao da diferenciagao osteoblastica.

A osteocalcina é a mais abundante das proteinas n&o colagénicas do
osso [173]. E uma proteina com 5.7 KD e é caracterizada pelo elevado
conteudo de residuos acido 3y-carboxiglutamico (Gla), que se ligam
intimamente a hidroxiapatite, sendo por isso uma BGP (Bone Gla Protein). A
sua expressdo € maxima quando ocorre a mineralizacdo da matriz extracelular
quer in vivo [174] quer in vitro [175]. E somente expressa no periodo pés-
proliferacdo quando tem inicio a mineralizacdo, constituindo assim um
excelente marcador dos osteoblastos maduros [90]. A osteocalcina por norma
nao é detectada antes do dia 12 de cultura, e ndo atinge uma expressao
significativa antes dos dias 16-20, quando a sua expressao aumenta

coordenadamente com a acumulagao mineral total [176].

No presente trabalho, no dia 12 de cultura, os niveis de osteocalcina s&o
semelhantes nos grupos de osteoblastos tratados com altas concentragdes de
célcio e no grupo controlo, 0 que sugere que o aumento da concentragao de
calcio ndo apresenta um efeito na producao da osteocalcina. Na fase mais
tardia da diferenciacédo osteoblastica, no dia 19 de cultura, a concentragao 3.3
mM caélcio parece nao interferir na producdo desta proteina; com a
concentracdo de calcio 4.8 mM assiste-se a uma diminuicdo no conteudo de
osteocalcina, sugerindo que, nesta linha celular, uma curta exposicao a altas
concentragdes de calcio ndo tenham um efeito positivo na diferenciacdo. A

semelhanga de alteracbes na transcricdio da PAL provocadas por curtas
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exposicdes a altas concentragcdes de calcio [110], ndo esta posta de lado a
possibilidade do mesmo acontecer em relagdo a osteocalcina. Nao ha no

entanto, até a data, estudos que fundamentem esta possibilidade.

Os resultados da analise do possivel envolvimento do CaSR na producéao
da osteocalcina, apontam para o facto da estimulagao por si sé do receptor por
um curto periodo de tempo, nao produzir nenhum efeito na diferenciacédo dos
osteoblastos, o que estd em desacordo com um trabalho recentemente
publicado. Segundo Yamauchi et al, no estudo ja referido a propédsito do
envolvimento do CaSR na diferenciagdo dos osteoblastos, a expressao da
osteocalcina em células MC3T3-E1 foi significativamente reduzida, apds
inactivacado e ablacdo do CaSR [158]. Os autores colocaram a hipétese do
CaSR desempenhar um papel activo na diferenciagao osteoblastica. Tal como
a actividade enzimatica da PAL, houve diminuicdo mas nao eliminagcdo da
expressao da osteocalcina, o que continua a levantar questdes acerca do papel

activo do CaSR na diferenciagao osteoblastica.

No presente trabalho, quando se adicionou ao agonista do CaSR, calcio
em altas concentragbes, a osteocalcina teve um enorme incremento, quer no
dia 12, quer no dia 19 de cultura, atingindo o seu maximo para a utilizagdo do
calcio 3.3 mM combinado com neomicina. De facto, a subida do conteudo de
osteocalcina foi significativo, tendo quase triplicado o valor obtido pelos
osteoblastos expostos as diferentes concentragdes de calcio (controlo 1.8 mM,
3.3 € 4.8 mM) e a neomicina na presenga de calcio em concentracao fisioldgica
1.8 mM. Este efeito positivo da associagcado de calcio 3.3 mM e neomicina, na
diferenciagado dos osteoblastos, verificou-se quer na actividade enzimatica da

PAL, quer na producao de osteocalcina.

Este fendmeno sugere uma forte sinergia entre 0 CaSR e a concentragao
de calcio de 3.3 mM, sinergia que parece ter um efeito indiscutivel na
estimulacdo da diferenciacdo dos osteoblastos. Sera necessario desenvolver

mais estudos no sentido de confirmar esta sinergia.

79



Resultados e Discussao

3 Mineralizacéo

Para avaliar o efeito de altas concentracdes de calcio na formagao de
nédulos de mineralizagdo na matriz extracelular através do CaSR, as células
foram tratadas com as concentracdes de calcio 3.3 e 4.8 mM, com neomicina
300 yM e com calcio combinado com neomicina 300 pM (3.3mM+N e
4.8mM+N), ao dia 18 de cultura. Apds 24 horas de tratamento, meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas, e procedeu-se a técnica de coloragao

“von Kossa”, descrita detalhadamente no capitulo “Materiais e Métodos”.

3.1 Coloracgao “von Kossa”

Figura 29. Coloragdo dos nédulos de mineralizacdo das células MC3T3-E1 ao dia 19 de
cultura, ap6és tratamento de 24 horas com: (B) calcio 3.3 mM; (C) calcio 4.8 mM; (D) neomicina
300 pM; (E) calcio 3.3 mM combinado com neomicina 300 uM e (F) calcio 4.8 mM combinado
com neomicina 300 pM. Os nédulos de mineralizagdo exibem uma coloragdo negra cuja
intensidade é comparada com o grupo controlo com caélcio 1.8 mM (A).

As imagens obtidas apds coloragao “von Kossa”, representadas na figura
29, demonstram a presenga de calcio na matriz extracelular, ndo se
observando no entanto, nédulos de mineralizagdo em nenhum dos grupos de

osteoblastos submetidos aos diferentes tratamentos, ao dia 19 de cultura.
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3.2 Discussao

A coloragdo “von Kossa” permite demonstrar a presenga de calcio na
matriz extracelular, sob a forma ionizada ou sob a forma de depdsitos. Nesta
técnica, a prata (da solugao de nitrato de prata) vai substituir o calcio reduzido
pela forte intensidade luminosa (UV). A prata deposita-se, apresentando uma
coloracao escura metalizada. De facto, neste trabalho, em todos os grupos de

osteoblastos é visivel a presencga de calcio na matriz extracelular.

No entanto, apresar da deteccdo de calcio na matriz extracelular, nao
foram observados nédulos de mineralizagdo em nenhum dos grupos de
osteoblastos. A auséncia de coloracdo dos nddulos de mineralizagdo pode
sugerir a eventual possibilidade da mineralizagdo ocorrer mais tardiamente

neste clone de osteoblastos.
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Capitulo I
1 Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo selectivo de
eliminagdo de células em varios sistemas biologicos, desempenhando um
papel muito importante na homeostase e na regeneracgédo tecidular. A apoptose
€ caracterizada por uma série de alteragcbes morfoldgicas, que incluem a
activagcdo de proteases especificas, as caspases “Cisteina-Aspartasto
protease”, destacando-se a caspase 3, responsavel pela clivagem e colapso de

varios componentes celulares [97].

No processo de remodelagcdo Ossea, a degradagao O&ssea pelos
osteoclastos envolve a remog¢ao de minerais e a degradagao dos constituintes
organicos da matriz. A reabsor¢do do osso induz aumentos localizados de
célcio extracelular, que chega a atingir concentragées de 40 mM [176]. E
sabido que concentragdes elevadas de calcio tém um efeito de estimulacido na
proliferacdo dos osteoblastos, mas desconhece-se o seu efeito na apoptose
dos osteoblastos, nas diferentes fases da diferenciacdo celular. Deste modo,
no presente trabalho, foi realizado um estudo preliminar do efeito de altas
concentracdes de calcio e o possivel envolvimento do CaSR na activagao da

caspase 3, como marcador da apoptose.

1.1 Actividade enzimatica da caspase 3

De maneira a estabelecer se o calcio tera influéncia na actividade da
caspase 3, e consequentemente no processo de apoptose dos osteoblastos,
trataram-se as células MC3T3-E1 com varias concentragdes de calcio (3.3mM,
4.8 mM, 20 mM e 40 mM) durante 24 horas. Apos o tratamento foi determinada

a actividade da referida enzima.

Para determinar se o CaSR sera necessario para o calcio exercer o seu
efeito na apoptose osteoblastica, as células MC3T3-E1 foram também tratadas

com o agonista do CaSR, a neomicina 300 uM e com as varias concentragdes
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de calcio combinado com a neomicina. As determinacbes da actividade
enzimatica da caspase 3, realizaram-se em diferentes tempos de cultura, nos
dias 4, 11 e 18, de acordo com o método descrito detalhadamente no capitulo

“Materiais e Métodos”.

Para investigar o papel da caspase 3 na apoptose dos osteoblastos
induzida por altas concentragdes de calcio, foi avaliado o efeito do inibidor da
caspase 3, o Ac-DEVD-CHO, em todos os grupos. Como controlo positivo foi
utilizada uma solugdo de caspase 3, tendo também sido avaliada a sua

actividade na auséncia e na presenca do referido inibidor.

1.1.1 Auséncia do inibidor da caspase 3

.. Dia 5
Actividade da Caspase 3 " Df i
na auséncia do inibidor Ac-DEVD-CHO | Dia
m Dia 19
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5 l *
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< 44
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Conc. mM Ca %/ (N) 300 uM neomicina

Figura 30. Actividade enzimatica caspase 3 (nmolAMC / h) das células MC3T3 em diferentes
dias de cultura (5° 12° e 19° dias), na auséncia do inibidor da caspase 3, apds tratamento
com calcio (3.3mM, 4.8 mM, 20 mM e 40 mM), com neomicina 300 yM (N) ou simultaneamente
com caélcio e neomicina 300 uM (3.3mM+N, 4.8mM+N, 20mM+N, 40mM+N), durante 24 horas.
Como controlo positivo foi utilizada solugdo de caspase 3 (100ug/ml). O significado estatistico
vs. controlo (1.8 mM calcio) é considerado para valores de P < 0.05.

A figura 30 representa os resultados da actividade enzimatica da caspase
3 das células MC3T3-E1 apds exposicdes de 24 horas a concentragdes
elevadas de calcio (3.3, 4.8, 20 e 40 mM), a neomicina (N) e a combinagao de
elevadas concentragbes de calcio com neomicina (3.3mM+N, 4.8mM+N,
20mM+N e 40mM+N), em diferentes tempos da diferenciagao osteoblastica

(dias 4, 11 e 18), na auséncia do inibidor da caspase 3.
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No dia 5 é possivel verificar que o tratamento dos osteoblastos com altas
concentragcdes de calcio, em comparagdo com o grupo controlo, ndo resultou
num aumento da actividade enzimatica da caspase 3. Do mesmo modo,
quando o receptor foi estimulado pela neomicina, e por altas concentracdes de
calcio combinado com neomicina, também nao foi observado qualquer efeito na

actividade da caspase 3, relativamente ao grupo controlo.

No dia 12 de cultura, tal como no dia 5, ndo se verificou nos osteoblastos
MC3T3-E1 diferenga significativa entre a actividade enzimatica da caspase 3
nos grupos tratados com altas concentragdes de calcio e o grupo controlo. Da
mesma forma, nao houve diferenga significativa relativamente ao grupo
controlo, quando o receptor foi estimulado pela neomicina, nem quando se
trataram os osteoblastos com altas concentragdes de calcio combinado com

neomicina.

No dia 19 de cultura o panorama apresentado, em termos de actividade
da caspase 3, é diferente dos dias anteriores, nos osteoblastos tratados com
altas concentragdes de calcio, na medida em que se assistiu a um aumento
significativo da actividade enzimatica da caspase 3, comparativamente quer
com o grupo controlo, quer com os restantes grupos, quando tratados com 40
mM. A estimulagao do receptor com neomicina ndo conduziu a uma diferenga
significativa em relacdo ao grupo controlo, bem como o tratamento com altas
concentracdes de calcio combinado com neomicina. A excepg¢ao verifica-se
para o grupo tratado com concentragbes de calcio 40 mM combinada com
neomicina, que resultou num aumento significativo bastante acentuado da

actividade enzimatica da caspase 3.
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1.1.2 Presencado inibidor da caspase 3

.. Dia 5
Actividade da Caspase 3 :D!a 12
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Figura 31. Actividade enzimatica caspase 3 (nmolAMC / h) das células MC3T3 em diferentes
dias de cultura (5°, 12° e 19° dias), na auséncia do inibidor da caspase 3, apds tratamento
com calcio (3.3mM, 4.8 mM, 20 mM e 40 mM), com neomicina 300 uM (N) ou simultaneamente
com caélcio e neomicina 300 pM (3.3mM+N, 4.8mM+N, 20mM+N, 40mM+N), durante 24 horas.
Como controlo positivo foi utilizada solugao de caspase 3 (100ug/ml). O significado estatistico
vs. controlo (1.8 mM calcio) é considerado para valores de P < 0.05.

A figura 31 representa os resultados da actividade enzimatica da caspase
3 das células MC3T3-E1 apds exposicboes de 24 horas a concentracdes
elevadas de caélcio (3.3, 4.8, 20 e 40 mM), a neomicina (N) e a combinagao de
elevadas concentragbes de calcio com neomicina (3.3mM+N, 4.8mM+N,
20mM+N e 40mM+N), em diferentes tempos da diferenciacao osteoblastica

(dias 4, 11 e 18), na presenga do inibidor da caspase 3.

Nos dias 5 e 12 de cultura, a actividade da enzima caspase 3 exibida
pelos osteoblastos previamente tratados com o inibidor, foi em todos os grupos
de células MC3T3-E1, significativamente mais baixa, que no grupo controlo
(1.8 mM).

No dia 19, o tratamento prévio dos osteoblastos com o inibidor da caspase
3, resultou numa diminuigdo significativa da actividade da caspase 3 nos
osteoblastos tratados com altas concentracbes de calcio, excepto para a
concentracdo 40 mM, para a qual se observou um aumento muito significativo,

relativamente quer ao grupo controlo, quer aos restantes grupos.
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A estimulacdo do receptor, bem como o tratamento com altas
concentragdes de calcio resultaram igualmente numa diminuigdo da actividade
enzimatica da caspase 3, com excepgao novamente para o grupo tratado com
40 mM de calcio, no qual se observou um aumento muito significativo,

comparativamente com o grupo controlo.

1.2 Discussao

A apoptose € um mecanismo essencial que o organismo utiliza para
remover células indesejaveis de modo a obter o controlo preciso do
desenvolvimento e fungdo de um 6rgao [96]. A definicado de apoptose, que a
distingue de outras formas de morte celular, é a de “processo de morte celular
associado a activacao das caspases” ou “morte celular mediada por caspases”
[177]. A apoptose é controlada por dois mecanismos distintos, um iniciado por
receptores de morte celular, membros da familia do receptor TNF (tumor
necrosis factor), e outro regulado pela familia das proteinas Bcl-2, que envolve
a libertacado de citocromo ¢ pela mitocéndria. Ambos os processos activam as
caspases que induzem alteragbes morfolégicas caracteristicas da apoptose
[96]. O aumento do calcio citosdlico e a sua entrada na mitocédndria, conduz ao
colapso do potencial de membrana, a abertura da permeabilidade de canais na
membrana da mitocéndria e a libertagao de factores pré-apoptéticos, tais como

o citocromo c referido anteriormente.

Comparada com outros tecidos a taxa de turnover celular no osso é baixa.
No entanto, como seria de esperar, nos locais onde ocorre remodelacao 6ssea

ha um numero elevado de células apoptéticas [178].

Ha evidéncias de que o fosfato inorganico (P;), um dos produtos libertados
em maior quantidade durante a degradagao éssea, pode estar relacionado com
0os niveis elevados de apoptose osteoblastica, verificados nos locais de

reabsorgao ossea [179].

Como ja foi anteriormente demonstrado, nas imediagbes dos osteoclastos
aquando da degradacgao do 0sso, a concentragao de calcio pode atingir 40 mM

[176]. Deste modo, torna-se importante verificar se, a semelhanca do que
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acontece com o P;, também o calcio podera induzir o processo de apoptose
nos osteoblastos. No presente trabalho, os resultados obtidos permitiram
verificar que os osteoblastos conseguem ‘“resistir” a concentragdes até 20 mM
de calcio, nos diferentes estadios da sua diferenciacdo, e que s6 a
concentragao mais elevada (40 mM) no ultimo tempo de cultura celular (dia 19)
conduziu a niveis elevados de actividade da caspase 3, ao contrario do efeito
demonstrado pelo P; nos estudos de Meleti et al, que induziu uma diminuicéo
da viabilidade de células de osso humano, dependente quer da dose quer do
tempo [179].

A presenca do inibidor da actividade enzimatica da caspase 3,
demonstrou que em todos os tratamentos (com as diferentes concentragbes de
célcio, com o agonista do CaSR e nos tratamentos combinados de célcio com o
agonista do CaSR), nos diferentes tempos de cultura, principalmente quando
se atingiram os niveis de actividade da caspase 3 mais elevados (concentragéo

40 mM no dia 19), houve uma atenuacao da actividade da caspase 3.

Lin Kuo-I et al utilizaram linhas celulares de rim humano, HEK 293 e HEK-
WT (com e sem expressao do CaSR, respectivamente) e obtiveram resultados
demonstrativos de que elevadas concentragcbes de calcio actuam juntamente
com o CaSR de modo a prevenir a apopose induzida pelo virus SV [180]. Os
resultados do presente trabalho apontam para a auséncia de influéncia da
estimulacdo do CaSR na presenca de altas concentragdes de calcio, na

apoptose dos osteoblastos MC3T3-E1.
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VI — Conclusao e Perspectivas

A osteogénese é um processo complexo através do qual as células
progenitoras existentes na medula 6ssea e nas superficies 6sseas (endosteo e
periosteo) vao sucessivamente passando por varios estadios de
desenvolvimento, com a finalidade de formar o osso. Como tal, € o processo
pelo qual os ossos sao formados durante o desenvolvimento embrionario e

como é formado inicialmente o osso no local de uma lesdo.

A remodelagcdo 6ssea € um mecanismo que permite a manutencao do
equilibrio do osso, e que compreende a degradacdo de o0sso pelos
osteoclastos, seguida da substituicdo do osso removido, pelos osteoblastos. Da
degradacgao do osso resulta a libertagdo de calcio em elevadas concentragdes
que se pensa poder funcionar como factor local na regulagdo do processo da
remodelacdo 6ssea. O calcio pode deste modo, transmitir um sinal aos pré-

osteoblastos, modulando a sua subsequente resposta fisiologica.

O presente estudo pretendeu clarificar a resposta dos osteoblastos
MC3T3-E1 a varias concentragdes elevadas de calcio e o papel do CaSR no
efeito do calcio, durante as fases de diferenciagao (proliferacao, maturagao e
mineralizagdo da matriz 6ssea). Pretendeu também avaliar preliminarmente, o
impacto das condigdes referidas na actividade da caspase 3 dos osteoblastos

MC3T3-E1, como marcador da apoptose.

Os resultados obtidos confirmam a estimulagcdo da proliferagdo dos
osteoblastos MC3T3-E1 por altas concentragdes de calcio mediada pelo CaSR,

ja avangada por estudos anteriores.

Os marcadores especificos da diferenciacdo dos osteoblastos
determinados no presente estudo, demonstraram uma auséncia de estimulagao
da maturagédo dos osteoblastos, face a altas concentragcdes de calcio e face a
estimulacdo do CaSR pelo agonista deste receptor. No entanto, houve uma
estimulacao da diferenciagao dos osteoblastos com a associacdo de calcio 3.3
mM ao agonista do CaSR (neomicina 300 pM), demonstrado quer pelo

incremento da actividade enzimatica da PAL, quer pelo aumento da produgao
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de osteocalcina. Estes resultados sugerem claramente uma forte sinergia entre
0 mecanismo de estimulacdo do CaSR e outros mecanismos envolvidos na
resposta dos osteoblastos ao calcio, tais como canais de calcio,
particularmente na concentracédo 3.3 mM. Esta sinergia parece ter um efeito
indiscutivel na estimulacdo da diferenciacdo dos osteoblastos. Futuras
investigacdes serao necessarias para confirmar esta hipétese. Como tal, seria
importante explorar este efeito sinérgico, utilizando por exemplo, bloqueadores

dos canais de calcio e antagonistas do CaSR.

No que refere a fase de mineralizacdo da matriz 6ssea, e uma vez que 0s
resultados obtidos ndo demonstraram presenca de nodulos de mineralizagao,
seria importante analisar tempos de diferenciagdo mais tardios das culturas de

osteoblastos MC3T3-E1, para além dos 19 dias.

As células MC3T3-E1 apresentaram neste trabalho uma elevada
‘resisténcia”, no que diz respeito a estimulagcdo da actividade enzimatica da
caspase 3 (marcador apoptotico) pelas elevadas concentragdes de calcio (até

20 mM), nas diferentes fases de diferenciagao osteoblastica.

A estimulagcdo do receptor, bem como a estimulacdo do receptor em
presenca de elevadas concentragdes de calcio (até 20 mM), ndo resultaram
num aumento da actividade desta enzima. Além disso, esta “resisténcia” das
células observou-se mesmo para a concentragao de calcio 40 mM nas fases
iniciais da diferenciacdo, e o efeito desta concentracdo sé resultou numa
elevagado da actividade da caspase 3, na fase mais tardia (dia 19 de cultura).
No que respeita ao envolvimento do CaSR na actividade da caspase 3, foi
demonstrado que a estimulagdo do CaSR com a neomicina (300 pM) ndo induz
um aumento desta actividade, uma vez que o calcio na concentragdo 40 mM e
a estimulagao do receptor com o agonista na presenga de 40 mM de calcio,

apresentaram sensivelmente o mesmo nivel de actividade da caspase 3.

Para confirmar os resultados obtidos, seria importante realizar outros
estudos complementares de avaliagao do estado apoptdtico dos osteoblastos e
comparar com outros tipos de células que néo estejam naturalmente em

ambientes de concentracdes elevadas de calcio.
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Desta forma adquirir-se-d0 mais conhecimentos deste fendmeno de

‘resisténcia” dos osteoblastos a elevadas concentragdes de calcio.

Por ultimo fica a sugestdo de realizar estes ensaios em células primarias

de osso humano, para uma maior aproximagao das condigdes fisiologicas.
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Anexo A

Descri¢cao / Composigao

Meio de cultura Alpha MEM completo

Meio a MEM
Soro fetal de bovino (SFB)
Fungizona 1%

Gentamicina 10 mg/ml, sol. aquosa

Suplementos utilizados no meio de cultura

Acido ascoérbico ou vitamina C
3-glicerofosfato, C3H;OsPNa,

1 a,25-dihidroxicalciferol (1a,25-dihidroxi-vitamina D3;
calcitriol) C,7H4403, 10 ug

Solugao de tripsina

a -D (+) Glucose (100 mg)
EDTA (250 mg)

Tripsina (50 mg)

Tampao Fosfato (PBS) (100 ml)

Cloreto calcio granulado anidro,
M (CaCl,) = 110.99 g/mol

Solucao de neomicina
10 mg / ml em NaCl 0.9%

Tampao Fosfato 7.4 (PBS) (10X)

Formaldeido 10% (s/metanol)
Naftol 0.25% AS-MX

Violeta (Fast) Sal B

Nitrato de prata (AgNO3)

Tiossulfato de sé6dio (Na,S,0,)

Referéncia

Gibco Cat.N°. 22561-021
Gibco Cat.N°. 10270-106
Gibco Cat.N°. 15290-026
Gibco Cat.N°. 15710-049

Sigma A-4034
Sigma G-9891

Sigma D-1530

Sigma 6152
Sigma 255
Sigma 4799
Sigma P3813

Merck LAB CacCl,

Sigma N1142

70011-036
Gibco/Invitrogen

Polysciences Inc.; 04018
Sigma cat. n°. 85-5
Sigma cat. n°. 85-1
Sigma S-6506

Sigma S-1648
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Anexo B

Designacgéo

Determinagao da Proteina Total

Carbonato de sodio / bicarbonato de soédio / acido
bicinchoninico / tartarato de so6dio em hidroxido de
s6dio 0.1 M

Sulfato cuprico (CuSO,) 4%
Triton X-100: Solugao triton 100%
BSA (bovine serum albumine, pd)

PBS 10x

Quantificagdao de DNA

Bisbenzimida 10mg/ml Hoechst 33258
Padrao DNA 1mg/mi

Tris - HCI

EDTA

NaCl

Determinagao da actividade enzimatica da PAL

Padrao pNPP: solugdo padrao p-nitrofenol,
10 pmol/ml

Substrato da PAL (PNPP): p-nitrofenilfosfato em pé,

capsulas de 40 mg

Solucédo de Na,CO; 0.2M
Solugdo de NaHCO; 0.2M
Solucéo de MgCl, 4mM

Solucdo NaOH 0.02M

Triton X-100: Solugao triton 100%

Referéncia

BCA Protein Assay (BCA —
bicinchoninic acid) Pierce™

Pierce 23228

Pierce 1859078
Sigma T8787
Merck 112018
70011-036 Gibco

DNA QUANTIFICATION KIT
Fluorescence Assay® Sigma

Sigma B2883
Sigma D4810
Sigma T5941
Sigma ED2SS
106404.1000 Merck

Phosphatases, Alkaline,
Acid, Prostatic Acid
Sigma Diagnostics®

Sigma 104-1

Sigma 104

Sigma S2127
Sigma S5761
Merck 116102
Merck 106498
Sigma T8787
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Designacgao Referéncia

Rat-MID osteoclacin ELISA
Quantificagao da Osteocalcina Osteometer BioTech A/S
Denmark

Tiras de micropogos revestidos com estreptavidina

Pelicula adesiva para cobrir as tiras durante as incubagdes

Solucéo tampéao PBS com estabilizante e conservante de proteina

5 Padrdes de osteocalcina sintética humana

Solucéo de osteocalcina sintética humana (controlo)

Osteocalcina sintética humana biotinilada

Anticorpo primario monoclonal especifico para os a.a. 21-29 da osteocalcina
Tampéao de incubagao primaria para diluir o anticorpo primario

Anticorpo secundario especifico para a IgG de rato, conjugado com peroxidase
Solugao de substrato tetrametilbenzidina (cromogénica)

Solugao de paragem (acido sulfarico 0.18 M)

Solucao de lavagem (solugdo com detergentes e conservantes)

Kit Caspase 3 Fluorimetric

Determinagao da caspase 3 Assay Sigma®

H,O desionizada (17 megohm) 125 ml

Tampéao de lise 5 x

Solugéo tampao 10 x

Controlo positivo 5ug (caspase 3)

Substrato Ac-DEVD-AMC 2.5 mg (10mM em DMSO)

Inibidor da caspase 3 (Ac-DEVD-CHO) 0.5 mg (2 mM em DMSO)
Padrao 1 mg (7-amino-4-metilcumarina)

DMSO (dimetilsuféxido) Sigma D8418
Placas pretas de 96 pocos para fluorimetro Costar 3603
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