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Resumo

O tecido Osseo ¢ constituido por diferentes tipos celulares, dos quais se
destacam os osteoblastos e os osteoclastos, os principais tipos celulares envolvidas na
formagdo e remodelacdo oOssea. Os osteoblastos derivados de células estaminais
mesenquimais, sdo células responsaveis pela formagdo 6ssea, com capacidade de se
diferenciarem, por ultimo, em ostedcitos. Os osteoclastos, originados a partir de
percursores da linhagem dos monocitos/macrofagos, sdo células multi-nucleadas com a
responsabilidade de reabsorcdo dssea. A transicdo destas células a partir dos seus
progenitores ¢ crucial para que ocorra a osteogénese e a remodelacdo Ossea. Ao longo
deste processo, estas células sdo reguladas por vérios factores genéticos. O
compromisso das linhagens celulares e a sua diferencia¢do ¢ controlado por uma série
actividades que envolvem a regulagdo da transdugdo e da transcrigdo genética, através
de diversas vias de sinalizagdo.

Uma ma regulagdo da diferenciagdo celular e uma perda de funcdo, por parte
destes dois tipos celulares, pode conduzir a uma panodplia de doengas do forro 6sseo,
como a doenca de Paget, a osteoporose, a osteopetrose, a artrite reumatoide, o
aparecimento de metastases dsseas derivadas, por exemplo, do cancro da prostata.
Destacando a osteoporose, uma doenga multifactorial, que pode ser dividida em dois
tipos: o tipo primario e o tipo secundario. Existem diversas hipoteses genéticas sobre
esta patologia por explorar, talvez por consequéncia da falta de esclarecimentos da
genética sobre as células Osseas envolvidas neste processo. Novas descobertas sobre
terapéuticas ja existentes, parecem ter tido algum significado clinico, como a
terapéutica hormonal de substitui¢do, em que era feita por praticamente todas mulheres
pés-menopausicas € que agora caiu um pouco em desuso.

Nesta tese estdo evidenciadas novas descobertas relacionadas com os factores
genéticos envolvidos no crescimento e desenvolvimento 6sseo, permitindo, assim, uma

melhor compreensao sobre estes processos ao nivel do metabolismo 6sseo.

Palavras-chave: osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, factores genéticos, vias de

sinalizacdo, osteoporose.






IV. Abstract

Bone tissue is made up of different cell types, among which are osteoblasts and
osteoclasts, the two major cells involved in bone formation and bone remodeling.
Osteoblasts derived from mesenchymal stem cells are cells responsible formation, with
the ability to differentiate themselves into osteocytes. Osteoclasts, originated from
precursors of the monocytes/macrophages line are multi-nucleated cells, which are
responsible for bone reabsorption. The transition of these cells from their progenitors is
crucial to the occurrence of the osteogenesis and bone remodeling. Throughout this
process, these cells are regulated by multiple genetic factors.

The commitment of the cell lines and their differentiation is controlled by a
series of activities that involve the transduction and regulation of gene transcription
through various signaling pathways.

A poor regulation of the cellular differentiation and a loss of the function of
these two cell types can result in a variety of bone diseases such as: Paget’s disease,
osteoporosis, theumatoid arthritis and the onset of bone metastasis derived for example
from prostate cancer.

Highlight on osteoporosis, which is a multifactorial disease that can be divided
into two types: primary or secondary. There are several genetic hypotheses about this
disease yet to be explored, perhaps due to the lack of enlightenment about the genetics
of the bone cells involved in this process. New insights into existing therapies seem to
have had some clinical significance, such as hormone replacement therapy, that was
used almost by all post-menopausal women and now has fallen somewhat out of use.

In this thesis is highlighted new findings related to genetic factors
involved in bone growth and development, thus allowing a better understanding of this

processes at the level of the bone metabolism

Keywords: osteoblasts, osteoclasts, osteocytes, genetic factors, signalling pathways,
osteoporosis.
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Introdugdo

1.Introducao

O esqueleto humano ¢ um sistema complexo constituido por 206 0ssos,
cartilagem, nervos e tenddes (Dos Santos, et al., 2009). Tem trés competéncias
fundamentais, uma estrutural, mecéanica e outra metabodlica, sendo esta ultima
regulada por hormonas calciotropicas (Leite-Moreira & Santos-Aratijo, 2006/2007;
Rubin et al., 2006; Soltanoff, Chen, Yang, & Li, 2012). Tem como fung¢des: dar
suporte e estrutura ao corpo humano, permitindo o movimento; dar proteccdo aos
orgdos vitais, por exemplo, protegendo o cérebro (Leite-Moreira & Santos-Araujo,
2006), e a nivel fisiologico, funcionar como um reservatério de cdlcio e facilitar a
hematopdiese (Boyce, Yao, & Zhang, 2007), uma vez que as células sanguineas
advém da medula 6ssea e as células 6sseas, por si s0, ajudam na renovacao de células
estaminais hematopoiéticas (Boyce et al., 2007).

Estruturalmente, os ossos definem-se como o0ssos planos ou chatos, 0ssos
curtos e ossos longos, classificados quanto ao seu comprimento, espessura e largura;
constituidos por osso esponjoso e por osso compacto. Estes estdo distribuidos ao
longo do esqueleto humano em dois planos- plano axial e apendicular (Dos Santos, et
al., 2009).

Os ossos longos, como o fémur, sdo divididos em trés partes, o seu
comprimento denominado por corpo ou diafise, e as suas extremidades designadas
por epifise e, ainda, entre essas duas extremidades e o corpo 0sseo destaca-se uma
zona onde ocorre o crescimento 0sseo, a metafise. Neste tipo de 0sso, o comprimento
¢ a maior dimensdo. Para além deste tipo dsseo, os ossos curtos t€m todas as
dimensdes semelhantes, como por exemplo as vertebras; e 0os 0ssos que apresentam
uma menor espessura em relagdo as suas outras dimensdes, sao classificados em ossos
planos ou chatos, por exemplo os ossos do cranio e da pelve (Dos Santos, et al.,
2009).

Nos ossos existe uma substiancia mole no seu interior, a medula 6ssea. Esta
pode ser classificada em dois tipos de medula 6ssea- medula dssea amarela e medula
Ossea vermelha. Esta tltima ¢ o local onde comeca a hematopdiese (Dos Santos, et al.,

2009).
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O tecido 06sseo ¢ classificado como osso cortical € o osso trabecular que
representam 80% e 20% da massa Ossea total, respectivamente (Leite-Moreira &
Santos-Aratjo, 2006/2007), e estdo mineralizados cerca de 80-90% e 15-25%,
respectivamente, sofrendo diferentes processos de ossificagdo- ossificacdo
intramembranosa e ossificagao endocondral (Vidal, 2007).

O tecido 0sseo cortical, localizado, em camadas concéntricas, na zona externa
dos ossos longos e, em camadas finas, na zona externa dos ossos planos, permite dar
rigidez (Vidal, 2007) ao osso e manter o seu metabolismo devido a sua constitui¢ao-
osteodes e sistema de Haversian (Vidal, 2007).

O osso trabecular, maioritariamente localizado nas vértebras e noutras zonas
axiais, tem varias fun¢des metabolicas, como a manutencdo da homeostase mineral e
ser um reservatério de células hematopoiéticas (Vidal, 2007).

O tecido 6sseo ¢ acompanhado por uma matriz extracelular constituida com
cerca de 90% de colagénio tipo I (Arvidson et al., 2011), e calcificada com cristais de
hidroxiapatite (Leite-Moreira & Santos-Aratijo, 2006; Arvidson, et al., 2011).

Resumidamente, existem 4 tipos de células principais ao longo da matriz
Ossea, as quais ajudam a manter a capacidade Ossea activa, pois 0 0ss0 exige um
processo de renovagdo constante (Arvidson, et al., 2011; Leite-Moreira & Santos-

Aratjo, 2006/2007; Vidal, 2007):

* Osteoprogenitores: células estaminais mesenquimais (MSCS), células
percursoras dos osteoblastos;

* Osteoblastos: derivados de MSCs, sdo células responsaveis pela
sintese de colagénio e de proteinas, como a osteocalcina (OCN) e a
osteopontina (OPN) e, também, pela formacdo de fosfatase alcalina
(ALP), responsavel pela formacdo de hidroxiapatite (Arvidson et al.,
2011; K. Lee et al.,, 2015; Leite-Moreira & Santos-Araujo, 2006;
Rucci, 2008; Vidal, 2007);

* Ostedcitos: células maduras que ocupam o espago anatdmico do 0sso,
cujo nome ¢ lacuna. A estrutura assemelha-se a uma estrela/neuronio,
em que as suas extensdes permitem comunicagdes entre células
(Schaffler, Cheung, Majeska, & Kennedy, 2015);

* Osteoclastos: células derivadas da fusdo de progenitores

mononucleares da familia dos mondcitos/macréofagos e sdo
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Introdugdo

responsaveis pela reabsor¢do dssea (Arvidson et al., 2011; K. Lee et
al., 2015; Leite-Moreira & Santos-Aratjo, 2006; Rucci, 2008; Vidal,
2007).

De entre as células referidas, ¢ muito importante a coordenagdo entre a
reabsorcdo Ossea feita pelos osteoclastos e a deposicdo mineral feita pelos
osteoblastos para uma renovacdo Ossea eficiente (Leite-Moreira & Santos-Araujo,
2006; Rucci, 2008; Tang et al., 2009).

Para compreender como funciona o metabolismo 6sseo ¢ fundamental
perceber como ¢ que o 0sso estd organizado no seu interior, onde se localizam os
diferentes tipos de células, entre outros factores. Assim, cortando o osso de forma
transversal, como vemos na figura 1, para além de vermos a parte esponjosa do 0sso,
ou seja o o0sso trabecular (que torna o osso mais leve), ao seu redor, observamos um
tipo de osso compacto organizado em circulos, os ostedes. O ostedo, no seu interior,
tem um canal, o canal de Haversian, que através do qual passam vasos sanguineos,
circundado por lamelas, que se apresentam na forma de anéis concéntricos. Entre
estes ultimos existem lacunas onde se encontram os osteocitos. Existe, também, um
canal de Volkman que ¢ perpendicular aos ostedcitos, irrigado com sangue,

permitindo a comunicacao entre estes (Vidal, 2007).

Osso Compacto ¢ Esponjoso

lacuna com osteocitos 0550 compacto
lamela
canicula 0sso esponjoso [ trabecular
culz
tei canal de Haversian
osteio
perioste

canal de Volkman

Figura 1: Estrutura do osso, adaptada de (Ferraro, 2012)
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O turnover 6sseo esta organizado em duas fases: uma fase de modelagdo, onde

ocorre o desenvolvimento 6sseo, ¢ uma fase de remodelagdo, onde ocorre a renovagao

Ossea. Assim, ¢ fundamental que o turnover Osseo seja correcto para manter a

integridade do tecido, pois este estd em constante processo de remodelagdo, o qual se

traduz num equilibrio entre reabsor¢do e deposi¢do Ossea (Leite-Moreira & Santos-

Aratjo, 2006; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Resumidamente, ao longo da remodelagdo Ossea existem quatro fases: fase de

activacdo, fase de reabsorcao, fase de reversao e fase de formacao, como estd descrito

na tabela 1 (Rucci, 2008; Leite-Moreira & Santos-Aratjo, 2006).

Tabela 1: Fases de Remodelacio Ossea

Fases

Acontecimento

1%- fase de activagao

Activacdo de varios factores na sequéncia de um estimulo.
Diferenciacdo de osteoclastos, pelo aumento da expressao do receptor
activador do factor nuclear kB (RANK) (Leite-Moreira & Santos-
Aratijo, 2006; Rucci, 2008).

2%- fase de reabsor¢ao

Reabsorcao da matriz extracelular: acidificacdo da matriz dssea para a
degradagdo da parte inorganica matricial e libertagdo de enzimas
lisossomais para a degradagdo da parte orgdnica matricial (Leite-

Moreira & Santos-Araujo, 2006; Rucci, 2008).

3% fase de reversdo

Percursores osteoblasticos preenchem a cavidade de reabsor¢cdo com
uma matriz organica (fibras de colagénio posteriormente adicionadas
de i0es de bicarbonato e fosfato de calcio) (Leite-Moreira & Santos-

Aratijo, 2006; Rucci, 2008).

4?- fase de formacao

Libertagdo de varios factores de crescimento, responsaveis pela
captacdo de osteoblastos responsaveis pela mineralizagdo Ossea,
completando o processo (Leite-Moreira & Santos-Araujo, 2006; Rucci,

2008).

Como foi referido, existem uma série factores sistémicos, libertados durante a

reabsor¢do e a formacgdo Ossea (Leite-Moreira & Santos-Aradjo, 2006). Destacando

que a remodelagdo dssea feita pelos osteoclastos €, também, sujeita a uma regulacao
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por parte de hormonas calciotropicas, como a hormona paratirdide, a calcitonina e a
1,25-dihidroxivitmina D3 (1,25-vit D3) (Li & Xiao, 2007; Schaffler et al., 2015;
Soltanoff et al., 2012; Vidal, 2007).

Por fim, o desenvolvimento 6sseo pode ser concretizado através de dois
processos: ossificagdo intramembranosa e ossificagdo endocondral. No primeiro
processo sdo formados os 0ssos planos, os 0ssos do cranio e as claviculas; no segundo
processo sdo formados os o0ssos cranio-faciais, os ossos do esqueleto axial e
apendicular. Em ambos inicialmente hd uma condensagdo dos progenitores MSC nos
sitios onde se formardo os ossos. Contudo, ossificagdo intramembranosa ¢ baseada na
deposicdo de colagénio tipo I, formado a partir dos osteoblastos, sobre uma camada
fibrosa de tecido conectivo. Apoés isto, procede-se a mineralizagdo 6ssea, onde ocorre
a deposicdo de fosfato de cdlcio na matriz e hd formagdo osso esponjoso. A
ossificagdo endocondral, por si s0, envolve um processo de transformacdo do
mesénquima numa espécie de cartilagem que se assemelha a forma do osso, sendo
responsavel pela formacdo da maioria dos elementos pertencentes ao sistema
vertebral. Este ultimo processo ¢ altamente regulado por factores de crescimento, vias
de sinalizacdo e citoquinas, nomeadamente o factor Indian hedgehog (IHh)
(Jochmann, Bachvarova, & Vortkamp, 2014; Kular, Tickner, Chim, & Xu, 2012;
Zhao et al., 2015).
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2.Cc¢lulas 6sseas e a sua diferenciacao

2.1.0steoblastos

Os osteoblastos sdao células cuboides, altamente especializadas (Schaffler et
al., 2015), derivadas de stem cells mesenquimais, os osteoprogenitores (Arvidson et
al., 2011; Leite-Moreira & Santos-Araujo, 2006; Rucci, 2008; Vidal, 2007), com a
capacidade adicional de se diferenciarem, por ultimo, em osteocitos (Kular et al.,
2012). Este tipo de células, os osteoprogenitores, sdo pluripotentes e indiferenciadas,
ou seja, tém a capacidade de se diferenciar noutros tipos de células (condrécitos,
mioblastos, adipdcitos) apoés um estimulo, através da expressdo genética, como

demonstrado na figura 2 (Soltanoff et al., 2012).
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Figura 2: Marcadores biolégicos na diferenciacio de condrécitos e osteoblastos. Adaptada de

(Harada&Rodan, 2003).

Estas células sdo cruciais no metabolismo 6sseo, pois sem elas ndo haveria

sintese de algumas proteinas importantes para a formacao da matriz 6ssea e, assim, 0
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processo de calcificagdo ficaria incompleto (Arvidson et al., 2011), uma vez que estas
células, também, participam na homeostasia do célcio (Leite-Moreira & Santos-
Aragjo, 2006).

Existem 3 fases principais ao longo da génese dos osteoblastos: proliferacao,
maturacdo da matriz e mineralizacdo (Soltanoff et al., 2012). Para que tal acontega, ao
longo do processo de diferenciagdo, ¢ necessaria a intervencgao de diversos factores de
crescimento, factores transcricionais, entre outras proteinas, que sdo activados apos a
formagdo de progenitores Osseos, proporcionando a diferenciagdo em osteoblastos
(Vidal, 2007). Como por exemplo, o factor envolvido no desenvolvimento
blastogénico (CBFal/Osf2) (Kronenberg, 2004; Leite-Moreira & Santos-Araujo,
20006), o factor de transcri¢do 2 relacionado com runt (Runx2), o factor de transcri¢ao
Fra-1 (Fra-1) e osterix (Fig. 2) que serdo descritos mais a frente (Arvidson et al.,
2011; Hartmann, 2009; Rucci, 2008; Vidal, 2007).

Inicialmente, a diferenciacdo da-se pela via de sinalizagdo Wnt/B-catenina
(Kular et al., 2012) pela interagdo de Wingless-int (Wnt) com a via de sinalizacdo das
proteinas morfogénicas osseas (BMP), e do Factor de Necrose Tumoral B (TNF-f)
(Figura 3) (Arvidson et al., 2011; Rucci, 2008; H.-M. Ryoo, Lee, & Kim, 2006; Vidal,
2007).
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Figura 3: Vias de sinalizacio durante a diferenciacio dos osteoblastos, adaptada de (Soltanoff et al. 2012).
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Segundo Rucci, a proteina WntlOb inibe a formacdo de pré-adipocitos,
estimulando a formagao de osteoprogenitores e condroprogenitores (Rucci, 2008).

Pela presenca de Wnt, em concentragdes desejadas, ha bloqueio do enhancer-
-binding protein r (C/EBPa), o factor de transcri¢do adipogénico, e do PPARy.
Através deste mecanismo, hd um aumento de expressdo de outros factores que vao
auxiliar na diferenciagdo celular (Rucci, 2008).

Quando hd a ligagdo do complexo Wnt com o complexo formado pelo
receptor lipoproteico de baixa densidade 5 (LPRS), considerado por alguns autores
um mecanoreceptor na regulacdo da massa 6ssea (Schaffler et al., 2015; Thompson,
Rubin, & Rubin, 2012), com o receptor frizzled, a proteina P-catenina ndo ¢
submetida a fosforilagdo, permanecendo activa, pois ¢ desenvolvido um sinal que
envolve algumas proteinas, como as proteinas Disheveled (Dvl), a axina (Axin) e o
Frat-1 (Rucci, 2008), que, como mostra a figura 4, inibem a quinase glicogénio
sintetase 3 (GSK3p). Consequentemente, a -catenia ¢ translocada para o nucleo e
interage com alguns factores de transcri¢do, como o factor de células T/ factor
potenciador linfocitico (TCF/LEF), regulando a expressao dos genes responsaveis por

factores genéticos alvos de Wnt (Y.-L. Li & Xiao, 2007; Rucci, 2008).
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Figura 4: Diferencia¢io dos Osteoblastos, adaptada de (Kular et al., 2012)
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Caso ndo haja bloqueio da quinase GSK3p, a -catenina sera fosforilada, e,
consequentemente, serd promovida a sua degradacdo proteosomal (Kular et al., 2012;
Thompson et al., 2012).

Este ¢ um passo crucial para o desenvolvimento de osteoblastos, pois tanto a
sinalizacdo Wnt como a LRP5, também, sdo alvos de alguns factores que permitem
controlar a sua actividade. A sinalizagdo Wnt ¢ controlada negativamente pelo factor
inibidor do Wnt 1 (Wif-1) e por proteinas soluveis relacionadas com o receptor
Frizzled (sFRP), pois estes dois factores, tanto o Wif-1 como o sFRP, interagem com
o LRP5. Enquanto que as proteinas Dickkopf (DKK) e a esclerostina (regulada pelo
produto do gene SOST) sdo inibitérias da LPR5/6, pois bloqueiam o seu receptor
(Kular et al., 2012; Rucci, 2008).

Apo6s formagdo de um progenitor osteogénico, o factor Runx2 permite a
continuagdo da diferenciacdo osteoclastica, seguindo-se a activagdo de mais dois 2
factores - o DIx5, o Osx (Arvidson et al., 2011; Kular et al., 2012; Rucci, 2008; Vidal,
2007).

O factor Runx2 ¢é o responsdavel pela diferenciagdo  de
osteo/condroprogenitores em progenitores 0sseos especificos. A partir daqui, a Osx
val permitir com que haja diferenciagdo de progenitores Osseos especificos e a
formagdo de pré-osteoblastos, que podem ser detectados pela presenca de alguns
marcadores, como a ALP, marcada fracamente, a PTHR1 e CollAl, como mostra a
figura 2 (Hartmann, 2009; Rucci, 2008).

Os pré-osteoblastos ainda ndo sdo capazes de efectuar a mineralizagdo Ossea
ao contrario dos osteoblastos que conseguem produzir tecido mineralizado (Kular et
al., 2012).

Apos a formagdo destes, a diferenciagdo segue naturalmente até ao término da
sua proliferacdo, dando origem aos osteoblastos maduros, que expressam fortemente
alguns marcadores, como a ALP. Também sdo detectados pela produ¢do proteinas
matriciais como Col 1A1 (ver fig.2), osteopontina (OPN), osteonectina , sialoproteina
Ossea (BSP) e, por ultimo, pela expressdo de osteocalcina (OCN). Esta ultima esté
aumentada no final da diferenciagdo de osteoblastos maduros, pois ¢ associada a
mineralizagdo ostedide (Rucci, 2008; Ziros, Basdra, & Papavassiliou, 2008).

Como foi referido, para além da via de sinalizagdo Wnt na diferenciacdo dos
osteoblastos, também, as BMP, pertencentes a superfamilia do TNF-f sdo essenciais

para a diferenciagdo osteoblastica (Kular et al., 2012).
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Resumidamente, o TNF-f ¢ crucial para expandir os progenitores dsseos e
promover a sua diferenciacdo, através da activacdo de MAPKs e pela sinalizacdo de
proteinas Smad 2 e 3 (Kular et al., 2012).

Também, as BMP for¢am a activagdo de Smads e a sua translocacdo para o
nucleo, de modo a activarem a transcri¢do de genes osteogénicos. Todavia, tanto estas
vias de sinalizagdo como a da Wnt interagem umas com as outras € com outras vias
como a da hormona paratirdéide (PTH) e do Notch (Kular et al., 2012).

No entanto na via de sinalizagdo por BMP, outros inibidores foram descritos,
relacionados com a inibi¢@o da ligacdo destas ao seu receptor. Assim, temos o Noggin
e a esclerostina. Esta tltima, também antagoniza o efeito provocado pelo Wnt (Kular
et al., 2012; Rucci, 2008).

Para além dos efeitos referidos, pelas leptinas na regulacdo do metabolismo
0sseo, ha evidéncias, segundo alguns estudos, de uma relagdo entre o sistema
imunitario e o metabolismo 0sseo, pois as leptinas também estdo descritas como tendo
um papel relevante no equilibrio da fungdo imunitaria. Por exemplo, em mulheres
com um défice em leptinas e com privacao de energia cronica, a reposi¢do do nivel de
leptinas apos oito semanas demonstrou um aumento dos niveis de receptores de TNF-
-a, justificando a correccdo da fun¢do imunitaria (Upadhyay, Farr, & Mantzoros,
2015).

Segundo alguns estudos recentes, foi evidenciada uma relagdo entre o aumento
da produgdo de citoquinas, responsaveis pela formagao, diferenciagdo Ossea e pelo
metabolismo 6sseo, e a infecdo causada pelo virus Coxsackievirus (CVB3). Esta
ultima evidéncia da resposta do sistema imunitdrio mostra um aumento de células T
que pode produzir RANKL. Para além dos niveis desta citoquina estarem
aumentados, também, os niveis de TNF-a e IL-1 estdo elevados apés 1 a 2 semanas
da infeccdo. Contudo o antagonista de RANKL (OPG) estd, da mesma forma,
aumentado, o que demonstra que ndo ha interferéncia no racio RANKL/OPG e que
este aumento de ambos simultaneamente, pode ser originado pela resposta imunitaria

do organismo. (K. Lee et al., 2015).

2.2.0steoclastos

Os osteoclastos sdo células derivadas de stem cells hematopoiéticas,

pertencentes a linhagem dos monocitos/ macrofagos (Kular et al., 2012; Rucci, 2008;
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Takayanagi, 2007), ou seja, como o que acontece nos osteoblastos, derivam de células
pluripotentes capazes de se diferenciarem em qualquer tipo de células, dependendo do
tipo de estimulo recebido por alguns factores genéticos, nomeadamente o factor
estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF) e o RANKL, como ¢ possivel
observar na figura 5 (Kular et al., 2012; Palmqvist, Persson, Conaway, & Lerner,
2002; Rucci, 2008; Takayanagi, 2007).

Apoés a sua adesdo a matriz, os osteoclastos, fundamentais para reabsorcao
Ossea, ajudam na formacdo 6ssea e na regulacdo da massa 6ssea (Kular et al., 2012;

Rucci, 2008).
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Figura 5: Expressao genética na diferenciacdo de osteoclastos, adaptada de

(Lookfordiagnosis, 2014)

Como observamos na figura 5, o factor de transcri¢do PU.1 juntamente com o
factor M-CSF estimulam a proliferacdo de percursores dos osteoclastos. Contudo M-
CSF ¢ um factor responsavel pelo aumento da expressdo de RANKL (Rucci, 2008).

A diferenciacdo e proliferacdo dos osteoclastos pode ser regulada por diversas
vias. Para além de serem reguladas pelo factor RANKL, a sua diferenciacdo também ¢é
determinada pelos osteoblastos, pelo sistema imunitario e por algumas citoquinas
inflamatorias e outras unidades morfogénicas 6sseas (BMU) (Kular et al., 2012;
Rucci, 2008).

O RANKL ¢ uma proteina de membrana (Rucci, 2008), pertencente a familia
do TNF-a, produzido por algumas células do estroma e pelos osteoblastos. Tem como
seu receptor membranar o RANK, outra proteina de membrana que se localiza na

superficie dos percursores dos osteoclastos. Este receptor membranar possui trés
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locais de ligacdo intramembranar, que sdo destinados a factores associados ao
receptor de factor de necrose tumoral citoplasmatico (TRAF) (Darnell, 2013; Rucci,
2008).

Este factor genético, referido acima, ¢ regulado por varios factores como a
PTH, a prostaglandina 2 (PGE2) e pela interleucina 1 (IL-1) (Kular et al., 2012;
Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Quando ha estimulagdo do RANKL, apds a sua ligagdo ao receptor, as
moléculas de TRFA6 ligadas ao receptor RANK ficam sujeitas a uma trimerizagao,
activando, assim, a transcri¢do de factor nuclear kB (NF-kB) e de MAPKSs (Rucci,
2008).

Quando ndo ha nenhum estimulo externo, o NF-kB permanece no citoplasma.
Contudo entra no nucleo em resposta a alguns factores como o RANKL, regulando,
assim, a transcri¢cdo de varios genes relacionados com a proliferacdo e diferenciacao
de osteoclastos (Palmgqvist et al., 2002; Rucci, 2008)

NF-KB regula, também, a expressdo de calcium-nuclear factor—activated
receptor calcineurin-dependent 1 (NFATcl), outro factor chave para a diferenciacao
na osteoclastogénese (fig.6) (Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

O recrutamento juntamente da proteina activadora 1 (AP-1) € crucial, pois este
¢ formado por um complexo factorial composto pelo c-Fos, pelo c-jun e proteinas
ATF; onde o c-Fos ¢ induzido especialmente pelo RANK (Rucci, 2008). JNK, para
além de fosforilar c-Jun, activa Ap-1, através do aumento da actividade
transcripcional; consequentemente, ERK que activa o c-fos, estimulando o RANK.
Assim, a activagdo de AP-1 juntamente com a inducdo da transcricdo de NFATcl,
permite a sua amplificacdo, fazendo com que a cooperagdo entre diversos factores,
como AP-1, PU.1, NF-kB, factor transcripcional associado a microfetalmia (MITF) e
NFATcl, regulem a transcricdo de varios genes envolvidos na diferenciacdo de
osteoclastos, como descrito na figura 6 (Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Como foi mencionado, a osteoclastogénese pode, também ser influenciada
pelos osteoblastos, visto que estas células tém a capacidade de influenciar a interagdo
entre estes e os percursores osteoclasticos e, ainda, pela sua interagdo com o eixo

RANKL-RANK (figura 6) (Kular et al., 2012; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).
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Figura 6: Via de sinalizacio do RANKL na diferencia¢io dos osteoclastos, adaptada de (Soltanoff et al.
2012).

Para além dos osteoblastos secretarem o factor RANKL, também secretam a
osteoprotegerina (OPG), que ¢ um factor que antagoniza o efeito do RANKL,
impedindo a proliferagdo da osteoclastogénese. Este factor, a OPG, desempenha um
papel de protec¢do 6ssea, sendo fundamental na regulacdo do metabolismo 06sseo.
OPG ¢ uma proteina estruturalmente idéntica ao factor que antagoniza, com maior
afinidade que o RANKL, interagindo com o seu receptor, o RANK, inibindo a sua
ligacdo ao receptor especifico e impedindo a progressao da osteoclastogénese (Rucci,
2008).

Por outro lado, os osteoblastos promovem a proliferacdo e diferenciagdo dos
osteoclastos, pela regulacdo da expressdo de M-CSF que interage com o receptor de
M-CSF (c-Fms) presente nos percursores osteoclasticos (Rucci, 2008).

Em consequéncia do estudo referido anteriormente sobre a infec¢do pelo virus
CVB3, por K. Lee et al. (2015) , houve um aumento da populacdo mieloide, apds

infeccdo, que pode sofrer diferenciagdo em direccdo aos osteoclastos. Com base nos
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resultados apresentados anteriormente, foi proposto que a estimulagdo da
diferenciagdo dos osteoclastos e a eventual perda de massa dssea foram devidas ao
aumento da producdo de citoquinas inflamatdrias e de progenitores osteoclasticos (K.

Lee et al., 2015).

2.3.0steocitos

Este tipo celular representa a ultima etapa de diferenciacdo dos osteoblastos,
como podemos observar na figura 7, que s@o incorporados na matriz 6ssea acabada de
formar, antes de ser mineralizada. Representa a maioria das células constituintes do
tecido Osseo adulto, representando cerca de 90%-95% das células no tecido 6sseo
adulto (Kerschnitzki et al., 2013; Lai et al., 2015; Schaffler et al., 2015). Muitas
destas células mantém-se num determinado local, a lacuna 6ssea, durante toda a vida
do organismo, devido a sua mineralizacdo, podendo, por fim, sofrer apoptose.
Principalmente ao nivel das suas extensdes, os ostedcitos sdo ricos em actina, a qual
pertence ao citoesqueleto, permitindo, assim, a sua ligagdo as restantes células dsseas
e demonstrando uma caracteristica mecano-sensitiva (Kerschnitzki et al., 2013; Kular

et al., 2012; Schaffler et al., 2015).
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Figura 7: diferenciacdo dos osteoblastos em ostedcitos, adaptado de (Nogueira, R., 2011)

Divergem dos osteoblastos pela sua forma e pelo menor numero de fungdes,
embora sejam muito importantes. Apresentam-se com uma forma semelhante a de um

neur6énio, com um corpo pequeno estrelado e com extensdes que lhes permitem
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comunicar entre varias células do interior 6sseo as da superficie dssea (tethering) e
entre células da sua vizinhanga (fig.7) (Rubin et al., 2006; Schaffler et al., 2015;
Thompson et al., 2012). Estas interagdes sdo observadas num espaco definido pelo
sistema canaliculi-lacunar (LCS), que como referido ¢ na lacuna, onde permanecem
0s seus pequenos corpos e na canaliculi, as suas extensdes, rodeados por uma matriz
desorganizada (Schaffler et al., 2015). Assim, este espaco fornece uma grande
dimensdo de superficie Ossea exposta para possiveis comunicacdes através dos
ostedcitos, permite a obtencao de nutrientes por parte dos mesmos através da irrigacao
sanguinea e permite receber, interpretar e modificar rapidamente a sua actividade
metabolica apds estimulos mecanicos, revelando-os mecano-sensores (Lai et al.,
2015; Rubin et al., 2006).

Para além destas caracteristicas, necessitam de metaloproteinases (MMP) para
concluir a sua extensdo através da matriz 6ssea, acabando por residirem apenas num
mesmo local até sofrerem apoptose, apods mineralizagdo. Segundo Schaffler et al.
(2015), estudos demonstraram a necessidade de MMP-2 na formagao dos ostedcitos e
das suas juncgdes através das extensdes delgadas que apresentam (Schaffler et al.,
2015).

O seu nuimero de extensdes ¢ representativo do seu numero de ligagdes.
Podem ser afectados por varios factores, como o local onde permanecem e o espago
fluido que os separa da matriz 6ssea mineralizada, pelo seu tipo e n° limitado de
extensdes, pelo tipo de sinais recebidos que alcancam algumas distancias até ao
nucleo do osteodcito, através das suas extensodes, € pelo seu tipo de transmissdo de
sinal, que ¢ semelhante ao dos neurdnios (Schaffler et al., 2015; Thompson et al.,
2012). As ligacdes das extensdes dos osteodcitos a parede do LCS denominam-se por
tethers que estdo na base da produ¢do de algumas respostas ao movimento do liquido
intersticial (Schaffler et al., 2015).

O espago pericelular do LCS permite, para além da passagem de agua,
nutrientes e residuos celulares, que os ostedcitos recebam estimulos para os quais
demonstrem sensibilidade para desenvolver uma resposta. Este espago tem um fluido
semelhante ao do espaco articular cartilagineo em termos de composi¢do, contendo
uma quantidade definida de macromoléculas, das quais algumas possam ser residuos
dos osteocitos e que pelas quais se possa manter a permeabilidade do espago fluido do
LCS. Este espago submete os ostedcitos a um conjunto de forgas devidas ao

movimento do fluido, resultando num impacto sobre a fun¢do dos osteodcitos e sobre a
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estimulacdo intracelular de varios factores como MAPK, B-catenin, GTPases que
poderdo alterar a expressdo de genes alvo e, consequentemente, a adaptacao cellular
(Schaffler et al., 2015; Thompson et al., 2012).

Durante a ultima década, houve o desenvolvimento de diversos estudos que
tentaram desvendar a capacidade sensitiva do tecido Osseo, destacando este tipo
celular 6sseo como um sensor nas varias vias de sinalizacdo em resposta a diferentes
estimulos (Rubin et al., 2006; Schaffler et al., 2015; Thompson et al., 2012). Contudo
varios mecanismos tém sido propostos para justificarem a capacidade sensitiva dos
mesmos (Schaffler et al., 2015). Segundo Kular et al. (2012), estes funcionam como
mecano-sensores, que quando estdo localizados proximos do local lesado, a indugdo
da apoptose ¢ relacionada com o aumento da remodelagdo 6ssea, devido ao aumento
da expressdao do RANKL e da potenciacdo da osteoclastogenese. Contudo a presenga
de stress mecanico estd relacionado com a diminui¢do do expressdo do RANKL e
com o aumento da expressdo da proteina sintetase de 6xido nitrico (sNO) (Kular et
al., 2012; Rubin et al., 2006; Thompson et al., 2012).

Entretanto, segundos os resultados de alguns estudos feitos in vitro e in vivo,
revelaram que a forca induzida pela movimentacao do fluido € a mais relevante que
actua nos ostedcitos, contudo a alteracao da estrutura do LCS, também, pode induzir a
alguns estimulos. Os ostedcitos reconhecem os estimulos provocados e emitem uma
resposta através da regulagdo da formacdo e remodelagdo Ossea. Podem até emitir
segundos mensageiros, como o 6xido nitrico (NO), calcio (Ca >, ATP ¢ PEGs em
resposta a alteracdes da estrutura do LCS e a outras forcas (Kerschnitzki et al., 2013;
Lai et al., 2015). Estes 2* mensageiros estdo implicados em varios mecanismos da
regulacdo do desenvolvimento dsseo. Por exemplo, o 6xido nitrico gerado pelos
osteocitos, estd implicado na diminuicdo do RANKL e de OPG. E, consequentemente,
o baixo fluxo ao nivel canalicular, reduz a producao de NO pelos ostedcitos locais,
induzindo a apoptose e atraindo os osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do dssea
de células danificadas e mortas e da matriz dssea (Liedert, Kaspar, Blakytny, Claes, &
Ignatius, 2006). O Ca*" estd implicado na regulagio feita pelo IP3, ATP e NO;
estimula a PKA , MAPK e c-Fos. Contudo, recentemente, foi demonstrado que a
libertagdo de prostaglandina ¢ dependente da entrada de Ca" através da libertagdo de
ATP (Thompson et al., 2012).

Este tipo celular, para além de sintetizar algumas citoquinas importantes,
OCN, OPN e DMPI1 (Schaffler et al., 2015), ¢, também, responsavel pela produgdo de
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gentes inibidores que actuam sobre a formacao dssea, como a esclerostina. Apesar da
esclerostina ser um regulador negativo na formagdo Ossea, ndo esta implicada na
reabsor¢do. Assim, esta ¢ capaz de inibir o sinal produzido pelo complexo WNT/j-
catenina, que serd abordado mais a frente, que estd envolvido na inibi¢do da
proliferagdo celular, impedindo, também, a mineralizagdo Ossea e promovendo a
apoptose (Kular et al., 2012).

Estd evidenciado que os ostedcitos e a sua rede de interligacdes detém um
papel importante na regulacdo do metabolismo fosfo-calcio, pois para além de
manterem a homeostase do calcio, também estdo envolvidas no controlo dos niveis de
fosfato no organismo (Kerschnitzki et al., 2013). De entre as proteinas referidas, a
OCN e DMPI tém a capacidade de se ligarem ao célcio, inibindo, assim, a
mineralizagdo e mantendo os canais do sistema LCS abertos. Também a proteina
membranar proteoglicana sultafo heparinico 2 (perlecan), tem a capacidade de
manter os canais do LCS abertos e permitir a regulagdo do tamanho do espago
pericelular da canaliculi dos ostedcitos, sendo observado que o espago canalicular esta
reduzido em ratinhos deficientes em perlecan (Jochmann et al., 2014; Schaffler et al.,
2015; Thompson et al., 2012).

Sem a mineralizagdo dos osteocitos, o sistema LC fornece varias superficies
expostas para a ligacdo e permite o transporte de algumas moléculas como as
citoquinas, PTH, esclerostina, RANK por conveccdo. O movimento gerado por
algumas for¢as mecanicas resultando do esfor¢o muscular e da actividade fisica, por
exemplo, vai permitir o transporte destas e de outras moléculas com massa nao
superior a 70 KDa. Assim, pode dizer-se que os ostedcitos para desempenhar o seu
papel ao nivel da sinaliza¢do celular necessitam de diferentes factores de sinalizagdo
de diversos tamanhos que dependem do movimento do fluido no LCS e da
organiza¢do da matriz pericelular (Schaffler et al., 2015).

Relativamente ao perlecan, estd demonstrado um potencial papel deste no
fenémeno fethering; havendo, também evidéncias de que os ostedcitos contém nas
suas extensdes uma proteina transmembranar CD44 com um dominio extracelular
responsavel pela ligagdo de 4cido hialurénico e com um dominio intracelular que se
liga a actina do citoesqueleto (Schaffler et al., 2015).

Para além da forma como os ostedcitos demonstram a sua capacidade
sensitiva, como referido inicialmente, existem estudos que demonstram novos meios

de sinalizagdo que estes utilizam, como a sugestdo de um organito denominado cilia
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primaria. Este, porém, tem uma capacidade sensitiva e transdutora de sinais quimicos
e mecanicos emitidos pelo o movimento do fluido (Schaffler et al., 2015).

Kerschnitzki et al. (2013) desenvolveram uma nova tecnologia que permite
ver e quantificar as ligagdes dos osteocitos no LCS, permitindo correlacionar a forma
da rede ostedcitos com as propriedades Osseas que descrevem a qualidade Ossea, para
perceber melhor como € que os ostedcitos e a matriz 6ssea que o rodeia interagem.
Esta técnica baseia-se na microscopia confocal em complementaridade com small-
angel x-ray scattering signal (SAXS). Isto revelou para além da existéncia de uma
grande quantidade de ostedcitos interligados de uma forma robusta através dos canais
canaliculares e que, apesar da quantidade de residuos presentes na rede formada pelos
osteocitos oscilar, provou que a maioria dos residuos esta localizada a um micrémetro
de distancia dos ostedcitos. Para além disso, identificou que a qualidade material
Ossea depende, também, da organizacdo da rede de ligacdes dos ostedcitos, referindo
uma organizacdo bimodal, ou seja, onde havia uma rede mais densa de ostedcitos,
havia uma melhor homogeneidade mineral, enquanto que uma rede de osteodcitos
fraca, seria menos organizada e com uma qualidade mais fraca. Algumas
modificacdes ou disturbios desta organizacdo podem ser relacionadas com a
osteoporose, por exemplo (Kerschnitzki et al., 2013).

Com base na técnica utilizada anteriormente, Lai et al. (2015) descreveu o
comportamento dos osteocitos e da sua rede de ligagdo no LCS com o avanco da
idade, na presenca de deficiéncia em perlecan e na presenca de diabetes, como mostra
a figura 8. Neste estudo a estabilidade da rede formada pelos ostedcitos mantém-se ao
nivel dos nimeros de ligagdes. A patologia da diabetes parece causar uma alteragdo
do espacamento lacunar, enquanto que na deficiéncia em perlecan traz uma profunda
interferéncia no didmetro do espago fluido pericelular. O impacto a este nivel,
também foi detectado com o aumento da idade pela alteragdo da actividade osteolitica
e anabolica dos mesmos. As caracteristicas abordadas neste estudo alcangaram novas
perspectivas ao nivel da comunicacao intercelular e da resposta a estimulos mecanicos

na regulag@o anabolica potente para a renovagao e adaptagdo ossea (Lai et al., 2015).
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Figura 8: Diferencas nos ostedcitos, dependentes da idade e da deficiéncia em perlecan, adaptado

de (Lai et al., 2015)

E, também, importante salientar o tipo de ligagdo/comunicacio existente entre
os ostedcitos e os restantes tipos celulares dsseos, tanto por uma via directa (através
de juncdes Gap) como por uma via indirecta (através de sinalizacdo paracrina-
producdo de RANKL, esclerostina, etc). Ao nivel dos osteoblastos, os ostedcitos
interagem com estes através destas duas vias, produzindo véarios tipos de moléculas,
como referido, o IFG-1 (um regulador anabolico do crescimento 6sseo), a esclerostina
(inibe a via de sinalizagdo Wnt) , a PGE2 (a prostaglandina com um efeito anabdlico
mais elucidado, que aumenta a expressdo de cicloxigenase 2 (COX2),permitindo a
conversao de acidos gordos em prostandides), o NO (uma molécula anabdlica
induzida por um estimulo mecanico), entre outras; apresentando um papel regulador
na actividade dos osteoblastos e determinante do tamanho e forma do osso. Deste
modo, o aparecimento de um estimulo mecanico aumenta a produ¢do de alguns
factores anabolicos, enquanto que a sua auséncia vai diminuir a producdo dos
mesmos, apesar de aumentar a producdo de esclerostina e DKK-1 (Schaffler et al.,
2015).

A presenca de ostedcitos que sofreram apoptose em zonas de reabsorcao Ossea
provocada pelos osteoclastos, permitiu aceitar o facto de estes mediarem a reabsor¢ao
osteoclastica em zonas alvo. Contudo a sua morte celular, por si sd, ndo conduz a
producdo de RANKL, mas sim, o seu contacto com ostedcitos vizinhos saudaveis vai

induzir a produ¢do de citoquinas inflamatérias. Esta comunicacdo entre a vizinhanga
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sauddvel permite, assim, ao recrutamento dos osteoclastos. Concluindo, assim, que a
regulacdo da osteoclastogenese pelos ostedcitos ¢ feita maioritariamente pela via de
sinalizacdo pardcrina (Schaffler et al., 2015).

Por ultimo, e ndo menos importante, devemos destacar o papel deste tipo
celular na homeostasia mineral, devido ao seu mecanismo rigoroso de regulagdo na
alteracdo dos niveis de ides minerais entre a matriz e o fluido intersticial, ou seja, a
mudanga dos niveis minerais ao longo do LCS. Embora este conceito tenha caido em
desuso com o aparecimento da relagdo entre os osteoclastos e a reabsor¢cdo 0Ossea,
actualmente, voltou a intensificar-se o conceito de que os ostedcitos regulam o
metabolismo mineral, como por exemplo na lactacio onde ha um necessidade
excessiva de célcio. Estas células produzem maioritariamente proteinas de matriz nao
colagénicas capazes de interagir com os ides minerais, modificando a formagdo de
cristais minerais 0sseos, por exemplo, a OPN, DMP-1 que demonstraram serem

inibidoras da mineralizag¢do ¢ssea (Schaffler et al., 2015).
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3.Controlo molecular da osteogeénese

3.1.Vias de sinaliza¢do da diferencia¢do dos osteoblastos

Como foi referido anteriormente, a formacdo e a diferenciagdo dos
osteoblastos sdo reguladas por diversas vias de sinalizagdo (Arvidson et al., 2011;
Das, Samant, & Shevde, 2012; Kular et al., 2012; Maeda, Takahashi, & Kobayashi,
2013; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

3.1.1. Via de sinalizacao Wnt

Na diferenciagdo dos osteoblastos, existem varios factores genéticos
envolvidos. Um deles ¢ a familia wingless-int (Wnt), uma familia de 19 proteinas, que
¢ codificada por genes de polaridade de segmento, ou seja, genes que codificam para
proteinas que afectam a orientagdo de caracteristicas celulares (Darnell, 2013;
Soltanoff, 2012). As proteinas wingless sdo proteinas morfogénicas presentes em
varias espécies animais (Darnell, 2004; Soltanoff et al., 2012), tendo entre 350 e 400
residuos de aminoacidos. Estas estdo envolvidas na definicdo do esqueleto a nivel
embrionario, no desenvolvimento fetal e na remodelagdo dssea, na fase adulta do ser
humano (Soltanoff et al., 2012).

A via de sinalizagdo Wnt pode actuar através de duas vias, utilizando o mesmo
receptor que estd complexado/acoplado a outros ligandos diferentes: via de
sinalizagdo Wnt canonica, dependendo de B-catenina; e a via de sinalizagdo Wnt ndo
canonica, independente de B-catenina, como observado na figura 9 (Arvidson et al.,
2011).

Na via canonica, a proteina Wnt liga-se a um receptor transmembranar frizzled
(FZL), com sete hélices o na sua constituicdo, que estd complexado com o LPR5/6.
Por sua vez, na via ndo canodnica, o receptor frizzled estd complexado com um
receptor de tirosina quinase orfao (Ror) (fig.9) (Arvidson et al., 2011; Marie, 2008;
Soltanoff et al., 2012).
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Figura 9: vias de sinalizacio Wnt- Via canénica (A+B) e Via ndo canonica (C), adapatada de (Maeda et al,

2013).

Devido ao facto de que a via de sinalizagdo WNT/B -catenina ser uma das
principais vias que regula o desenvolvimento dsseo, esta foi e, ainda, ¢ sujeita a varios
estudos, tanto em modelos animais como em humanos. As primeiras evidéncias de
que a proteina Wnt esta envolvida em alteracdes de massa dssea humana foram
detectadas em estudos humanos com mutagdes no seu co-receptor LRP5/6. Segundo
Maeda, et al. (2013), evidenciaram-se oito mutacdes missense em pessoas com massa
Ossea elevada, enquanto que exemplos de frameshift e de mutagdes nonsense foram
identificadas em pessoas que manifestavam osteoporose pseudoglioma, onde existe
diminui¢do da densidade 6ssea e da massa 6ssea (Maeda et al., 2013; Soltanoff et al.,
2012).

Um outro estudo recente referido por Maeda, et al. (2013), demonstrou que
esta via de sinalizacdo dependente de B-catenina possibilitava a activa¢do de outros
factores transcripcionais importantes para a continuidade da osteoblastogénese pela
antagonizagdo da C/EBPa e do PPARy, em que na sua auséncia houve um
desenvolvimento espontaneo de osteoblastos (Arvidson et al., 2011; Maeda et al.,
2013; Soltanoff et al., 2012).

A capacidade de estimulagdo do desenvolvimento dos osteoblastos por esta

via ¢ um dos mecanismos de sinalizacdo pelo que se d4 o aumento da formagao dssea.
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Evidenciou-se, em estudos in vitro e in vivo, o papel da Wnt, justificando o conceito
de sinaliza¢do candnica de Wnt/B-catenina, que recentemente, revelou um novo papel
na homeostase Ossea pos-natal. Estes dados foram observados em estudos com
osteoblastos maduros de ratinhos com a fungdo de B-catenina anulada, usando Collal
e linhas celulares Cre com OCN. Neste ultimo estudo referido, os ratinhos deficientes
em [B-catenina desenvolveram osteopénia, enquanto que a sua activacgao resultava num
fenotipo osteopetrdtico; embora a actividade normal dos osteoblastos ndo fosse
afectada. Esta alteracdo observada ao nivel da reabsor¢cdo 6ssea foi provocada pela
desregulacdao da OPG, um dos principais inibidores da diferenciacdo osteocléstica.
Contudo, ficou demonstrado que a P-catenina regula, também, a formagdo de
osteoclastos através do seu desempenho sobre os factores RANKL e OPG, que sera

descrito no capitulo dos osteoclastos (Maeda et al., 2013; Soltanoff et al., 2012).
Via de sinaliza¢io canonica Wnt dependente de B-catenina:
Esta via ¢ particularmente importante na sinalizacdo da formacdo de células
Osseas, embora regule o crescimento, diferenciacdo, fungdo e morte celular noutros

tipo celulares, como no ouvido interno, representados na figura 6 (Darnell, 2004;

Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).
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Figura 10: Sinalizacdo Wnt em diversos tipos celulares, adaptada de (Kawai, Modder, Khosla, & Rosen,

2011).
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Para que a B-catenina ndo sofra ubiquitinacdo proteosomal e desempenhe o
seu papel na regulacdo da osteoblastogénese, ¢ fundamental a existéncia de Wnt, pois
sem o Wnt, esta seria fosforilada pela quinase de glicogénio sintetase 3 (GSK-3p),
impedindo a transdu¢do de sinal (Arvidson et al., 2011; Darnell, 2004; Thompson et
al., 2012).

Da familia de proteinas Wnt, a Wnt3a e a Wntl destacam-se como
pertencentes a via de sinalizagdo canonica, activando esta via -catenina dependente
pela formagao do complexo Wnt-FZL-LPR5/6. Quando ocorre esta ligagdo entre Wnt,
presente na superficie celular da célula de sinalizagdo, com os referidos receptores, na
célula receptora do sinal, ha activagdo deste complexo, seguido de uma transmissao
de sinal através de proteinas Dvl, axina e Frat-1 que, por sua vez, perturbam a ligacao
do GSK-3p, inibindo a sua actividade. Nesta etapa, hd uma melhoria acentuada da
estabilidade da transdugdo de sinal da B-catenina, através da inibigdo deste factor
dependente de Wnt (Arvidson et al., 2011; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Assim, a acumulag¢@o de B-catenina no citoplasma da célula-alvo dé origem a
sua translocagcdo para o nucleo onde ird interagir e formar heterodimeros com o
complexo constituido pelo factor celular associado as células T e pelo factor
potenciador linfocitico (TCF/ LEF) quando ligadas ao DNA, afastando os seus co-
-repressores €, consequentemente, iniciando a transcri¢do, aumentando a expressao e
actividade do Runx2, um promotor osteogénico (Arvidson et al., 2011; Maeda et al.,
2013; Marie, 2008; Rucci, 2008).

Caso haja uma auséncia definida da expressdo do Wnt, a degradacdo da f-
-catenina ¢ mediada pela formag¢dao de um complexo constituido pelo GSK-38, pela
axina e pelo factor denominado polipose adnomatosa coli (APC), sendo que estes dois
ultimos funcionam como proteinas scaffolds. E, assim os genes alvo desta via de
sinalizagdo permanecem reprimidos pela ac¢do dos respectivos co-receptores
(Soltanoff et al., 2012). As proteinas scaffolds tém trés fungdes principais no que diz
respeito a creditacdo do sucesso do tratamento dos defeitos 0sseos, pois estas devem
fornecer um espago definido para a reparagdo do tecido, fornecer um suporte
mecanico temporario dentro do defeito do tecido e devem aumentar a capacidade
regenerativa, mantendo a capacidade regenerativa celular (Arvidson et al., 2011;
Maeda et al., 2013).

Segundo Stoltanoff et al, os baixos niveis de f-catenina no citoplasma, embora

esta esteja associada a caderinas, presentes na membrana, que as separa da
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degradagdo, num estado reprimido, irdo induzir a diferenciacdo em condrdcitos e s
uma diferencia¢dao anormal dos osteoblastos. Assim, a B-catenina ¢ referida por alguns
autores como tendo um potencial duplo para a producdo de condrocitos e de
osteoblastos, pois a sua auséncia permite que os osteo/condroprogenitores, as MSCh,
se diferenciem no sentido da condrogénese, e que pelo contrario, na sua presenca,
estas MSCh sejam encaminhados no sentido da osteoblastogénese (Arvidson et al.,
2011; Maeda et al., 2013; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Como foi referido, esta via ¢ regulada de forma delimitada por factores
genéticos, tanto de uma forma positiva, facilitando a transdug@o de sinal; como de
uma forma negativa, inibindo para além do receptor FLD e Wnt, também, o LRP5/6,
por exemplo, levando a inibi¢do da transducdo de sinal (Rucci, 2008).

Existe, assim, um conjunto de factores antagonistas que podem interagir com
os ligandos extracelulares da Wnt, como a familia de proteinas relacionadas com o
sFRP e o inibidor Wif-1. O sFRP interage por melhor afinidade com o receptor FZD,
antagonizando a sua ligacdo com Wnt, que por sua vez, também, pode ser inibido
pelo Wif-1 (Maeda et al., 2013; Rucci, 2008).

Segundo alguns estudos referidos, a interrup¢ao desta via de sinalizagdo pelo
sFRP induz precocemente o CollAl e a activagdo do factor de transcricio Runx2,
levando a uma diferenciagao acentuada de condrocitos ¢ a um aumento da massa
Ossea. Embora a sua auséncia demonstre uma diminui¢do da apoptose osteoblastica,
um aumento da diferenciacdo e proliferagdo dos osteoblastos e um aumento
significativo da massa 0ssea trabecular (Maeda et al., 2013).

Numa segunda categoria de inibidores, podemos identificar inibidores do co-
-receptor do LRP5/6, as proteinas DKK e a esclerostina, pois a interac¢do, por
exemplo, do DKK1 ou DKK2/LRP5 ou LRP6 com o kremen, uma proteina tnica
transmembranar, vai internalizar o complexo de degradacgdo, tornando a viabilidade
dos receptores de Wnt diminuida (Kular et al., 2012; Maeda et al., 2013; Rucci,
2008).

Segundo Maeda et al.(2013) e dados referidos noutros estudos, a B-catenina ¢é
essencial para a diferenciacdo de osteoblastos maduros e para a formagdo dssea tanto
endocondral como membranosa, por exemplo nos ossos longos dos membros e nos

ossos do cranio, respectivamente (Maeda et al., 2013).
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Via de sinalizacio Wnt ndo candnica, independente da p-catenina:

Na via de sinalizagdo Wnt ndo candnica, ha activagdo de vias independentes
da existéncia de B-catenia, tais como a via Wnt/célcio (Wnt/Ca*") e a via Wnt/PCP.
Estas vias sdo activas por diferentes proteinas Wnt. E, ainda assim, nestas estdo
implicadas proteinas wingless como a classe de ligandos Wnt5a (Wnt5a e Wntll)
(Maeda et al., 2013).

Enquanto que a via Wnt/Ca®>" ¢ mediada por enzimas como a proteina quinase
IT calmodulina dependente de calcio (CAMKII) e a quinase C (PKC); a segunda via ¢
mediada por proteinas G pequenas (RhoA e RAC) e pela quinase c-jun-N-terminal
(JNK), como podemos observar na figura 11 (Maeda et al., 2013; Soltanoff et al.,
2012).

Via de sinalizagdo ndo canécica Via de sinalizacdo canénica
Wnt/Ca™* WntPCP Wnt/B-catenina
Fz Fz Fz
CamKII/PKC/CaN Dvi Dvi —AXinalAPC
¥ J m¢
r:Ji?(T Rac/Rho B-catening——> B-catenm§©
Degradacao

Transcrigéo

> de genes alvo

Nucleo

Figura 11: Via de sinalizacdo da Wnt, destacando a via de sinalizacdo ndo candnica, adaptada de (Piters,

Boudin, & Van Hul, 2008).

Quando o ligando WNT5a se liga ao complexo FZL-Ror (Rorl ou Ror2, os
unicos existentes na espécie humana) pelo dominio rico em cisteina, hé activacdo de
via de sinalizacgdo WNT/PCP através da activacdo de RhoA- ¢ RAC-, ¢, ainda, da

sinalizagdo dependente de JNK. Podendo também haver activagio da via Wnt/Ca®"

44



Controlo molecular da osteogénese

através da sinalizagdo por PKC, CAMKII e por sinais dependentes de calcineurina
(Maeda et al., 2013; Soltanoff et al., 2012).

Estas vias foram identificadas como importantes no desenvolvimento
osteoblastogénico pela repressdao do factor PPRAy e pela inducdo de RUNX2 em
estudos realizados in vitro e in vivo, inibindo a diferencia¢do adipogénica.

Para além da proteina Wnt5a, outras estdo implicadas nesta via ndo candnica,
como a Wnt4, Wntl6 e outras descritas baixo (Maeda et al., 2013).

Segundo Maeda et al. (2013), identificaram-se as WNT3a e WNT7b neste tipo
de sinalizagdo, onde eram intermediadas pela proteina quinase c¢d (PKcd), através da
ligacdo a subunidades da proteina G, como por exemplo, a subunidade proteina
Gag/11, que activa a PKco, ajudando na formagdo 6ssea. Caso isto ndo aconteca, 0s
ratinhos com este tipo de deficiéncia exibem uma formagdo dssea deficiente e,
aqueles que exibem uma deficiéncia em Wnt7B, demonstraram uma menor formacao
Ossea a nivel da embriogénese (Maeda et al., 2013).

Mais detalhadamente, na via dependente do cdlcio, através do complexo
calcium-calmodulin-dependent protein kinase II-TGF-§ activated kinase 1 (TAKI)-
TAK-binding protein 2-Nemo-like-kinase (NLK), ha repressdo da transactivagdo do
PPRAY e a inducdo do RUNX2 (Maeda et al., 2013).

Estudos gendomicos permitiram identificar a associa¢do entre as moléculas que
participam na via de sinalizacdo, como a esclerostina, B-catenina, o LPR5/4, o Wnt4 e
a densidade mineral 6ssea; sendo descritas como reguladores potenciais da massa

Ossea as WNTS5b, Wntl6, Sfrp4 e a DKK1(Maeda et al., 2013).

3.1.2. Via de sinalizacio Hedgehog

A via de sinalizagdio Hedgehog cumpre um papel fundamental no
desenvolvimento embrionario, pois garante o posicionamento inicial da formagao do
esqueleto, e a manutengdo dos progenitores celulares nos tecidos adultos, iniciando ou
mantendo a diferenciagdo celular que regula a formagdo Ossea e cartilaginea
(Arvidson et al.,, 2011). A via de sinalizagdo Hedgehog ¢ constituida por um
determinado niimero de proteinas pertencentes a mesma familia que, como referido,
controla a proliferacdo celular, a diferenciacdo e a morfologia em diversos tipos

celulares. Tem como ligandos o Desert Hedgehog (DHh), o Indian Hegdehog (IHh) e
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o Sonic Hedgehog (SHh), sendo o mais relevante na diferenciacdo osteobldstica, o
IHh, o factor que apresenta uma papel fundamental na regulagdo temporal e espacial
do desenvolvimento osteobléstico, apesar de continuar a desempenhar o seu papel
continuo a partir desta fase. Para além deste factor, ¢ importante referir o factor SHh
que também se destaca no desenvolvimento concentragdo-dependente do esqueleto
humano, que comeca ao nivel da embriogénese (Das et al., 2012; Soltanoff et al.,
2012).

O IHh ¢ produzido por condrocitos hipertréficos, o que justifica que exista
uma relagdo coincidente entre o aparecimento primdrio dos progenitores de
osteoblastos no periosteum adjacente concomitantemente com o aparecimento dos
condrécitos hipertroficos, aparentando actuar directamente sobre os progenitores
osteoblasticos, localizados a nivel pericondrial, e definir os precursores de
osteoblastos (Arvidson et al., 2011; Soltanoff et al., 2012).

Existem trés factores transcripcionais com dedos de zinco pertencentes a
familia Krupple que sdo intermedidrios nesta via de sinalizagdo: o GLI1, que ¢ um
forte activador transcripcional; o GLI2 com duas fung¢des antagonicas, funcionando
como activador ou repressor dependendo do estimulo recebido; e, por ultimo, o GLI3,
com fungdo repressora, predominantemente. Dentre estes factores, o GLI2, segundo
alguns estudos, estd envolvido activamente na diferenciacdo osteoblastica,
favorecendo a expressdo da BMP-2 neste tipo de células e potenciando
sinergéticamente o seu efeito; o que foi refutado por outros investigadores que
referiam que esta via de sinaliza¢do diminuia a expressao do RUNX2, propondo um
possivel papel da via IHh noutras partes da formagao ossea (Das et al., 2012).

Contudo foi definido que a via de sinalizagdo Hedgehog regula a osteopontina
(OPN), uma glicoproteina determinante na formag¢ao, migracao e fungdo osteoclastica
(Das et al., 2012).

A ligacdo do ligando IHh ao seu receptor transmembranar Patched 1 ou
Patched 2 (PTCH1/2) activa a proteina Smoothened 7 (Smo7). A acivagdo da cascata
de transdu¢do de sinal por esta via permite a activacdo de GLII(classificado por
alguns autores como GLIA) que serd translocado para o nucleo e ird regular a
proliferacdo celular e activar os genes alvo da diferenciagcdo osteobléstica (Arvidson
et al.,, 2011). Quando ha inibi¢do da Smo, as células deixam de sofrer diferenciacao,
pois hé inactivagdo da via de sinaliza¢cdo. Em estudos relacionados, determinou-se que

quando isto acontece, a anulacdo da actividade da proteina Smo em percursores
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osteoblasticos Osx positivos, ao nivel embrionario, sdo gerados osteoblastos normais
e o esqueleto endocondral, ao nivel do nascimento ¢ indistinguivel de outros fendtipos
selvagens; o que ainda estd por esclarecer ao nivel do estado adulto, em que ainda
decorrem investigagdes (Arvidson et al., 2011; Das et al., 2012; Soltanoff et al.,
2012).

Ha uma evidéncia irrefutavel da existéncia de uma interagdo complexa e uma
cooperagdo entre as vias de sinalizacdo Wnt e IHh no controlo de varios aspectos no
desenvolvimento 6sseo (Kular et al., 2012), pois estudos demonstraram que a
localizagdo nuclear da B-catenina e a expressao dos genes da via Wnt estdo reprimidas
nos embrides que ndo apresentam expresso IHh ao nivel do seu pericondrio. Contudo,
estas vias de sinalizacdo como tém em comum alguns reguladores comuns, como o
GSK-3f e um outro supressor (SU(FU)), podem intercalar-se. Também foram
demonstradas outras evidéncias entre estas duas vias de sinaliza¢do, por exemplo, em
que tanto a Smo como o receptor FZL do Wnt tém uma sequéncia de aminoacidos
muito semelhante.

Como referido anteriormente, outras proteinas podem regular a via Hh, como
as BMP (Das et al., 2012).

Contudo, apesar das evidéncias de que a sinalizacdo por IHh funcionar a
jusante da sinalizacdo Wnt, e que a sua actividade parece estar relacionada com a fase
inicial da osteoblastogénese, sdo necessarios mais estudos para elucidar o mecanismo
pelo qual esta via de sinalizagdo opera e se tem a mesma funcdo tanto na fase

embrionaria como na fase adulta (Das et al., 2012).

3.1.3. Via de sinalizacio pela super-familia TGF-

Esta super-familia TGF-f ¢ composta por um grande numero de factores de
crescimento e de diferenciacdo, como as proteinas BMPs e TGF-p, cuja transducao de
sinal ¢ feita por dois tipos de receptores quindsicos ricos em serina/tirosina: um
primeiro tipo de receptores, os BMPR-IA ou ALK-3 ou ALk-6 e o receptor de
activina IA (ActR-IA ou ALK-2); e um segundo tipo de receptores, os BMPR-II,
ActR-IIA e ActR-IIB. Estes ultimos, apesar da auséncia dos receptores tipo I, ligam-
-se aos seus ligandos, mas necessitam destes para permitirem a sinalizacdo da via,

enquanto que os receptores tipo I precisam dos receptores tipo Il respectivos para
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estabelecerem a sua ligagdo com os respectivos ligandos. Os receptores especificos
para as BMP sio o BMPR-IA, BMPR-IB ¢ o BMPR-II, enquanto que os outros
podem funcionar como receptores de activinas (Arvidson et al., 2011; H.-M. Ryoo et
al., 2006; Soltanoff et al., 2012).

O TGF-B é uma citoquina expressa abundantemente na matriz Ossea. E
sintetizada como um precursor molecular constituido por duas partes que podem ser
clivadas, umas das partes ¢ o TGF-B activo e a outra ¢ uma proteina associada a
laténcia (LAP). Esta proteina mantem-se, normalmente, ligada de uma forma nao
covalente com a parte activa do TGF-f, ocultando os seus dominios de liga¢do ao seu
receptor, sendo secretada e depositada na matriz 6ssea numa forma inactiva (Tang et
al., 2009). Nao obstante, quando ¢ activada, ou seja, quando esta ligado ao seu
receptor, induz a sinalizagdo na osteoblastogénese; regula a proliferacdo e
diferenciac¢do de osteoprogenitores; mas a sua fung¢ao especifica ainda ¢ desconhecida
(Soltanoff et al., 2012; Tang et al., 2009).

Tang et al. (2009) demonstraram que na populacdo em estudo, com a doenca
Camurati-Engleman, foram identificadas mutag¢des no gene TGF-B1, revelando que a
maioria das mutacdes se encontrara na regido codificada de LAP, contudo ndo se
identificaram mutagdes na parte activa do TGF-B1 (Tang et al., 2009).

Também, as BMPs, conhecidas pelo seu grande impacto na diferenciagcdo de
progenitores Osseos, permitindo a sua diferenciagdo em osteoblastos ou em
condrocitos, e pela sua capacidade de induzir a formagdo 6ssea endocondral, estdo
implicadas na especificagdo de uma linhagem celular, e, assim como, na modifica¢ao
decorrente da determinagdo osteogénica, proporcionando o aumento da formacgao
Ossea que ¢ caracteristico da presenca de algumas BMPs, como BMP2, BMP7 e
BMP6; embora, segundo Arvidson et al. (2011), a osteogénese comece normalmente
em ratinhos deficientes em BMPs (Soltanoff et al., 2012; Tang et al., 2009).

Estas BMPs podem ser classificadas quando a regulacdo que exercem na
formagdo dssea, podendo, assim, dizer-se que algumas actuam como reguladores
positivos, ou seja promovem a formacdo dssea, como ¢ o caso das BMP2, BMP7,
BMP6 e BMPY; e outras que actuam como reguladores negativos, promovendo o
efeito contrario, como as BMP3 e BMP1 (H.-M. Ryoo et al., 2006). Estas proteinas
podem emitir sinais através da via dependente de Smads, ou através de vias de
sinalizacdo independente de Smads, como o JNK, a proteina mitogénica p38 quinase
activada (uma das isoformas da familia de proteinas MAPK) (Soltanoff et al., 2012).
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As Smads, uns modeladores transcripcionais, responsaveis pela transducdo de
sinal nesta via de sinalizacdo, podem ser classificadas em 3 categorias distintas
(Arvidson et al., 2011; H.-M. Ryoo et al., 2006; Soltanoff et al., 2012; Tang et al.,
2009):

* Smad regulada por receptores (R-Smads), podendo ser activas pelas
BMPs (BR-Smad 5, BR-Smad 1 ¢ BR-Smad8) ou pelo TGF-f (TR-
Smad 2 ¢ TR-Smad 3)

* (Co-Smads com co-parceiros mediadores como o TGF-3 e as BMPs
(Smad4)

* Smads Inibitdrias (ISmad 6 e ISmad7) .

Segundo o autor, foram feitas descobertas em estudos anteriores, em que a
ligagdo de BMPs a receptores tipo II vai induzir a fosforilagdo de R-Smad, que, de
seguida, se complexa com a Co-Smad respectiva. Este complexo, depois de
translocado para o nucleo, regula a transcri¢do dos genes alvo pela sua conexdo a co-
repressores € co-activadores transcripcionais (Soltanoff et al., 2012; Tang et al.,
2009).

Ha activacdo das BMPs sob a interagdo fisica entre 0o RUNX2 e as BR-Smads
induzindo a diferenciacdo de osteoblastos a partir de hMSC, porque, apesar das
BMPS néo induzirem directamente o Runx2, estas estimulam um outro factor, o DIx5,
presente em osteoblastos, que por sua vez vai induzir a expressdo de RUNX2 nos
osteoprogenitores. Assim, alguns estudos demonstram que o DLXS5 ¢ um alvo da
sinalizacdo de BMP-2, como podemos ver na figura 12 (H.-M. Ryoo et al., 2006;
Tang et al., 2009). Em células C2C12, células usadas frequentemente na pesquisa de
genes alvo da sinalizagdo por BMP, foram identificados outros factores
transcripcionais Hey-1, TIF-2 (Tcf4) e ICSBP, pelo uso constante de receptores tipo |
(Soltanoff et al., 2012; Tang et al., 2009).
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Figura 12: Descricdo do modo de actuacio de factores transcripcionais na via de sinalizacdo por TNF- beta,

adaptado de (Ryoo et al. 2006).

Na via de sinalizacdo do TGF- ha uma evidéncia acentuada de que esta pode
ser feita, também, de uma forma independente de Smads, como referido. Assim
sendo, as BMP podem activar a ERK, JNK e a proteina p38 em células osteoblésticas,
evidenciando diferentes papéis das MAPK na regulacdo da fosfatase alcalina e da
osteocalcina (Arvidson et al., 2011). O que mostra que tanto as vias Smad e as vias
MAPK confluem-se para a regulacio do gene Runx2, pois este gene, por si sO,
desempenha uma fung¢do primordial na indu¢do da BMP-2, desviando a diferenciacao
celular no sentido da blastogénese ¢ ndo da miogénese, segundo estudos realizados
com células C2C12 (Soltanoff et al., 2012).

Contudo, foram identificados vérios papéis da BMP-2, entre os quais o papel
desta na indu¢do de osterix (Osx) pela via da p38 e ndo pela ERK, tanto em células
osteoblasticas como em condrdcitos (Soltanoff et al., 2012).

Em estudos recentes, a ubiquitinagdo também se revelou implicada na
regulagdo de vias de sinalizagdo como esta do TGF-B e das BMPs, pois houve
referencias de que a auséncia de Smad lubiquitin ligase (Smurf-1), d4 origem a uma

acumulacdo da quinase MEK2 (MEKK2), resultando a uma activagdo de JNK , um
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acontecimento suficiente para a sinalizacdo BMP nos osteoblastos (Soltanoff et al.,
2012).

Em estudos referentes a fracturas dsseas, foi demonstrado que a BMP ¢ um
factor importante na sinalizagdo que gera a reparacdo de fracturas dsseas (Arvidson et
al., 2011; Soltanoff et al., 2012).

Num outro estudo, ja referido no inicio do texto sobre esta via de sinalizacao,
em que o proprio da énfase ao papel do TGF-B1 na inducdo da migracdo de MSCs
Osseas (BMSCs) para zonas de reabsor¢cdo e formagdo Ossea, ficou definido que
TGF-B1 activo ¢ libertado pela matriz 6ssea em resposta a reabsor¢do Ossea
osteoclastica e, que de seguida, induz a migracdo de BMSCs osteogénicas humana
com a finalidade de coordenar as taxas locais de reabsor¢do 6ssea com formacao
6ssea. O mesmo acontece em ratinhos. Resultados indicaram que o TGF-B1 libertado
ao longo da reabsor¢do Ossea induz a migracdo de BMSCs. A sua auséncia
demonstrou uma delecdo dos pré-osteoblastos e de osso trabecular e a presenca de
osteoprogenitores no meio da medula 6ssea (Tang et al., 2009).

Foi feito o mesmo procedimento em humanos, mas em que as BMSCs foram
detetadas pelo HLA-A, o antigénio leucocitario humano, e pelo Runx2 para controlar
a migracdo e diferenciagdo osteobldstica. Analisando os resultados, hd uma indicacao
clara de que o TGF-B1 ¢ essencial para a migracdo das BMSCs para a superficie dssea
(Soltanoff et al., 2012; Tang et al., 2009).

Na sinaliza¢gdo mediada por Smads, que intercede a migracdo de BMSCS
induzida pelo TGF-B1, e a interrupcao da sinalizagdo do TGF-B1 e do seu gradiente
de concentragdo reduz o recrutamento das BMSCs para a superficie de remodelagao
Ossea, evidenciando-se a Smad 3 como a principal responsavel pela inducdo da
migracdo das destas células mesenquimais pelo TGF-B1 e que a sua fun¢do pode ser
compensada pela Smad 2 (H.-M. Ryoo et al., 2006).

Estabeleceu-se, ainda, que a fosforilagdo do receptor regulador de Smads, o R-
smad, pelo TGF-B1 ¢ a via de sinalizacdo priméria do mesmo. Descobriram, também,
que o inibidor especifico quinasico do TGF-B1 (TBRI) bloqueou a migracdo das
células estaminais mesenquimais Osseas pela inducdo de bone resorption-
condicionated medium (BRCM) numa concentragdo dependente e que a expressao
mediada por um retrovirus da Smad 7 inibiu a migracdo de BMSCs, o que nos
permite concluir que o TGF-B1 actua através do seu inibidor TBRI que induz a

migra¢do celular das BMSCs, uma vez que a Smad 7 ¢ conhecida pela sua ligacdo
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especifica ao TBRI e inibe a fosforilacdo de Smad 2 e 3 (Soltanoff et al., 2012; Tang
et al., 2009).

3.1.4. Via de sinalizacao FGF

Durante a ossificagdo endocondral e intramembranosa ha uma regulagdo muito
importante por esta familia polipeptidica de factores de crescimento fibroblasticos
(FGFs), que se ligam e actuam através de sete isoformas dos quatro receptores
tirosina quinase (FGFr) relacionados com o FGF (Arvidson et al., 2011). Alguns
destes quatro receptores estdo envolvidos em diferentes fases do ciclo de
diferencia¢do celular, como por exemplo o FGFrl que estd relacionado com a
sinalizagdo durante a maturacdo dos osteoblastos, pois este pode actuar tanto a nivel
da estimulagdo da diferenciacdo celular nos osteoprogenitores como para impedir a
maturacdo dos osteoblastos ja diferenciados (Arvidson et al., 2011; Soltanoff et al.,
2012).

Os FGFs sdo expressos em diferentes células 6sseas, como € o caso do FGF2,
FGF9 e FGF18, que apesar de se ligarem presumivelmente com o FGFR1, o FGF2 ¢
expresso em células do peridsteo e em osteoblastos, enquanto que o FGF9 e FGF18
sdo expressos no peridsteo/pericondrio. Isto reflete que ¢ provavel que o FGF2 tenha
uma actividade mais proeminente durante um estadio pos-natal, justificado pela
diminui¢do da sua capacidade de mineralizag¢do tanto in vitro como in vivo enquanto
que os outros dois FGFs referidos parecem ter um papel mais relevante na
esqueletogénese embriondria (Arvidson et al., 2011), sendo provado por estudos em
ratinhos que mostraram um atraso na ossificagdo no meio da gestacdo demonstrado
pela falta dos FGFs 9 e 18 (Arvidson et al., 2011; Soltanoff et al., 2012).

Também os FGFrs sdo expressos em diferentes fases do metabolismo dsseo,
nomeadamente na diferenciagdo 6ssea. Os FGFRs 1, 2 e 3 embora sejam expressos
tanto durante como no fim da fase de desenvolvimento do esqueleto; os FGFrl e 2
também sdo expressos numa matriz que dard origem ao tecido cartilaginoso. Em
relacdo a estes dois ultimos receptores referidos, estd demonstrado que o FGFrl ¢
expresso em condrocitos hipertréficos e que o FGFr2 continua expresso em
condrécitos que se encontram num estado de reserva e parece estar regulado a baixo

dos niveis normais na proliferacdo dos condrdcitos. Contudo, a expressdo do FGFr2
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estd relacionada com o aumento da expressdo de Runx2 e a diminui¢do de PPARY2
(Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).

O FGFr3 ligado ao FGF18 parece ter dois papéis em diferentes tipos celulares:
na regulagdo do crescimento e da diferenciagdo de condrocitos em proliferagio;
embora na diferenciacdo osteoblastica regule a densidade d0ssea e a espessura cortical
(Arvidson et al., 2011).

As mutacdes nos receptores dos FGFs, evidenciadas em estudos em que sdo
estudadas a anulacdo da fun¢@o ou auséncia dos mesmos, levam a anulagdo precoce
da estrutura oOssea, resultando por exemplo em craniossinostoses e condro-displasias
humanas, que muitas vezes advém de mutagdes de ganho de fun¢do dos receptores 1 e
3 dos FGFs. Nestes estudos, aboliu-se o receptor 1, FGFrl-/-, em embrides de
ratinhos que morriam precocemente apds a gastrulagdo. Em alelos hipomorficos deste
mesmo receptor ou a sua inactivagdo condicional evidenciou uma afec¢do do padrdo
digital dos membros ainda no estadio embriondrio e da formagao de alguns elementos
do esqueleto. Considerando-se, assim, que o FGFrl actua na estimulacio da
diferenciagdo em osteoprogenitores e que, também, tem fun¢do de suprimir a
continuagdo da diferenciagdo e maturacdo de osteoblastos ja diferenciados. Também,
noutras investigagdes centradas no papel de outros receptores de FGFs, identificaram-
se mutacdes nos FGFr2 e no Fgfr3, em que a sua auséncia provocava a morte do
ratinho num estado embrionario ou provocava osteopénia, respectivamente. Assim,
sugeriu-se que o FGFr2 estéd associado ao crescimento ¢sseo e a uma fungdo anabdlica
dos osteoblastos (Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Em outras investigagdes delineou-se o papel de alguns FGFs, nomeadamente o
FGF2, FGF9 e o FGF18, que podem actuar sozinhos na regulagdo da actividade e
fisiologia dos osteoblastos; evidenciou-se que FGF9 e o FGF18 estabelecem sinais
durante o desenvolvimento embrionario e que o FGF2 serd mais relevante durante o
desenvolvimento pos-natal. Este, anteriormente descrito, apresentou a capacidade de
fosforilar e activar o Runx2 por meio do intermedidrio MAPK , sugerindo uma
importante funcdo de regulacdo do Runx2 em termos da sua fun¢do e na formacao
Ossea. No entanto, o FGF18 independentemente do FGFr3, mostrou controlar
maioritariamente a osteogénese e/ ou a fungdo osteoblastica. Alguns estudos
demonstraram, também, que o FGFrl8 actua como promotor na ligagdo de Runx2
com o TCF4/Lefl, aumentando a diferenciagcdo osteobldstica (Marie, 2008; Soltanoff
etal., 2012).
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Houve um destacamento de que a engnailed 1 (Enl) estava implicada na
regulagdo dos receptores de FGFs, baseando-se na sua capacidade de activar e regular
efectores alternativos na sinalizagdo de FGFs, como a ERK, MAPK ou o PKC. Em
ratinhos com mutagdes em Enl apresentavam uma perda de FGF Target gene Sprouty

homolog 2 (Spry2) em osteoblastos ecto-periosteais e uma inactivacdo de ERK
(Soltanoff et al., 2012).

3.1.5. Via de sinalizacao IGF

Nesta via de sinalizagdo, estdo implicitos dois factores de crescimento
pertencentes a familia do IGF, o IGF-I e IGF-II, expressos por osteoblastos e com
atividades semelhantes na regulacdo dos osteoblastos, estimulando a sua fungdo e
promovendo a deposicdo de matriz 0ssea; cujos receptores sao IGF1R e IGF2R. Para
além destes, estdo implicadas um conjunto de proteinas de alta afinidade de ligagao,
como as moléculas adaptadoras (proteinas do receptoras do substrato insulina 1 e 2-
IRS1/2) (Arvidson et al., 2011).

Estes factores estdo implicados na estimulacdo de formagao de CollAl e de
outras proteinas ndo colagénicas.

Segundo o Arvidson et al. (2011), além do IGF-I ser mais potente que o IGF-II
e ndo afectar directamente a diferenciacdo de hMSC em osteoblastos e o crescimento
celular, este utiliza o P13K e o MAPK que induzem a activagdo de Akt e ERK1/2,

respectivamente.

3.1.6. Via de sinalizacao PDGF

Este factor extracelular, importante no controlo fungdes de células Osseas,
como na migracdo de osteoprogenitores, na proliferacdo e diferencia¢do celular e
osteoclastogénese; possui trés isoformas que se ligam a dois tipos de receptores, o
receptor o ¢ o receptor f (PDGRa e PDGRJ), dimerizando-os, que por sua vez
originam outros 3 receptores padronizados, aa, Bp € aff (Arvidson et al., 2011).

Dentro das e isoformas activas de PDGF, a PGDF-BB inibe a diferenciagdo
osteogénica acompanhada pela diminui¢do da ALP. Assim, havendo uma delegao do

receptor B, vai haver uma resposta contraria a anterior, aumentando a diferenciacao
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osteogénica, aumentando o efeito da ALP e os niveis de RNAm, OC, BMP-2, Runx2
e Osx (Arvidson et al., 2011).

3.1.7. Via de sinalizacio da Eferina (Eph)

A familia de receptores tirosina quinase e os seu ligandos de eferina (Eph) sao
importantes na regulacdo de interagdes celulares directas. Esta via de sinaliza¢do tem
uma caracteristica particular que se baseia no facto da sua sinalizagao ser bidirecional,
ou seja, a célula que tem na sua superficie um receptor para a Eph ao ligar-se a célula
que expressa o ligando eferina, vai permitir a transdu¢do de sinal em ambas as
células, tanto de uma forma directa como de uma forma reversa (Arvidson et al.,
2011).

Estes ligandos Eph podem ser agrupados em duas classes diferentes: a classe
A (Al a AS) que se liga a receptores EphAl a EpkA10 que estdo ancorados com uma
molécula de glicosilfosfatidilnositol (GPI) e a classe B ( B1-B5) que se liga a
receptores tirosina quinase EphB (B1 a B6) (Arvidson et al., 2011; Soltanoff et al.,
2012).

Esta via permite estabelecer a ligacdo entre os osteoblastos e os osteoclastos.
Por sinalizacdo reversa, hd uma ligagdo demonstrada entre a eferina B2 dos
osteoclastos com o receptor EphB4, que leva a inibicdo da diferenciagdo dos
osteoclastos; que por outro lado vai induzir outros factores regulatérios nos
osteoblastos, como por exemplo o Runx2, o DIx5 e o Osx. Estes resultados referidos
em estudos de mutagdes de perda ou ganho de func¢do, permitiu a conclusdo de que
EphB4 estd no topo da regulagdo durante a diferenciagdo osteoblastica (Soltanoff et
al., 2012).

Durante a activagdo de osteoblastos, foi sugerida a possibilidade de ser
necessario um factor da familia genética homologa Ras (RhoA) na sinalizagdo directa
entre a eferina B2 e o EphB4 nos respectivos osteoblastos. O envolvimento deste
factor nesta sinalizagdo terd de ser confirmado em novos estudos, pois ha resultados
contraditérios em relagdo ao bloqueio/activagdo da eferina numa exposi¢do activa a

este receptor (Soltanoff et al., 2012).

55



Factores genéticos associados ao metabolismo dsseo

3.1.8. Via de sinalizacao PTH

A hormona da paratirdide (PTH) ¢ o unico fairmaco anabodlico autorizado pela
FDA no tratamento da osteoporose, tanto pelo seu efeito anabolico como catabdlico
dependendo da via de administra¢do, que sera abordada num préximo capitulo sobre
as doengas associadas ao metabolismo 6sseo (Soltanoff et al., 2012).

Esta hormona aumenta a proliferacdo celular, a qual tem sido alvo de vérios
estudos ao longo dos ultimos anos, pois a sua associagdo com o acido azelendrénico
demonstrou uma redugdo significativa da proliferacdo Ossea, sem qualquer efeito
sobre o volume 6sseo. Justificando, assim, novas investigagdes sobre a combinagao
destas duas moléculas (Soltanoff et al., 2012).

Algumas proteinas G quando ligadas ao receptor da PTH, formando o
complexo PTH/PTHR-G activam o cAMP, induzindo a libertagdo das unidades
cataliticas da enzima PKA. De seguida, esta fosforila algumas proteinas que causam
alteracdes na estrutura e fungdo do Runx2. Contudo, outras proteinas Go também
interagem com a fosfolipase C para activar a PKC (Soltanoff et al., 2012).

Em estudos recentes foi determinada a interagdo entre a PTH e a via de
sinalizacdo WNT, através de Wnt4, por via ndo canonica. Nesta interagdo, a Wnt4
responde aos estimulos da PTH através de diferentes vias, mostrando a sua
capacidade anabolica (Soltanoff et al., 2012).

Foi confirmada a importancia da activacdo de fosfolipase C na diferenciacio
dos condrocitos e na atraso na proliferagdo celular pela sua inactivagdo devida a

mutagdes no complexo formado PTH/PTHR (Soltanoff et al., 2012).

3.1.9. Via de sinalizaciao simpatica

Recentemente, tem-se abordado o Sistema Nervoso Simpdatico quanto ao seu
papel no metabolismo 6sseo. Os osteoblastos foram referidos com o potencial de
expressar receptores para varios neuropéptidos, sobressaindo esta actividade
simpatica. Por exemplo, o bloqueio de receptores de glutamato, reduz o nivel de
actividade de ligagdo do DNA e a expressao de Runx2. Contudo, ha estudos recentes
que estabelecem um novo regulador da remodelacdo 6ssea, o ciclo circadiano

(Soltanoff et al., 2012).
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Segundo Soltanoff et al. (2012), inicialmente, “os receptores f2-adrenérgicos
activam o factor de transcricdlo CREB, uma proteina de ligagdo ao elemento de
resposta a cAMP, que por sua vez estimula os genes “clock”, mediada pela func¢do
anti-proliferativa pela inibicdo da expressdo da ciclina G1 e dos genes da proteina
activadora 1 (AP1), o que favorece a proliferacdo dos osteoblastos” (Soltanoff et al.,
2012).

O circulo circadiano estd correlacionado com a regulacdo dos niveis de
leptinas, no hipotdlamo. Através do hipotadlamo, as leptinas regulam o metabolismo
periférico de alguns oOrgdos, para além do desenvolvimento, da reproducdo e da
reducdo do apetite. Quando ligadas ao seu receptor este dimeriza-se e desencadeia a
activacdo de diversos factores, MAPKs, Akt, PIP;, etc., que regulam diferentes
aspectos relacionados com diferentes tipos celulares. Dentre todos os factores de
sinalizacdo, estas activam o NFkB/IKK, como referido no capitulo anterior (Soltanoff
et al., 2012; Upadhyay et al., 2015).

Para além destas vias de sinalizagdo, os ostedcitos também estdo implicados
na remodelacdo 6ssea, como referi anteriormente na sec¢do 2.3. Destaco também o
papel da sinalizagdo elaborada pelo Notch, responsavel pela decisdo do predestinagdo
celular. Inibe a maturagdo dos osteoblastos induzida pelas BMPs, pela inactivagdo da

funcao do Runx2 (Cho et al., 2013; Kular et al., 2012).

3.2.Vias de sinaliza¢do da diferencia¢do dos osteoclastos

Qualquer tipo celular pode ser regulado ao longo da sua diferenciacdo e
proliferagdo, o que ndo se torna excepcdo para os osteoclastos. Estes produzem
algumas citoquinas importantes na regulagdo do seu crescimento e diferenciagdo,
como 0 RANKL e o M-CSF. Para além destas, existem outros factores como o nao-
-receptor de tirosina quinase Src, o NF-kB, o ITAM, entre outros. Destacando o
RANKL e a OPG como factores chave na regulacdo da formagdo dos osteoclastos

(Kular et al., 2012; Palmqvist et al., 2002; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

3.2.1. RANKL
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A proteina RANKL transmembranar é, juntamente com a OPG, um factor
chave na formacéo de osteoclastos. E designada por diversas formas e é uma das
mais importantes na regula¢do da diferenciagdo osteoclastica. Para além do que
foi referido na seccdao 2.1, é de salientar que a auséncia deste anula a
diferenciacdo dos osteoclastos, resultando num fenotipo de osteopetrose. A
activacdo do TRAF6 vai desencadear a expressao de varios factores de
sinaliza¢do, que promovem a sua proliferacdo e diferenciacdo celular (Horne,
Sanjay, Bruzzaniti, & Baron, 2005; Palmqvist et al.,, 2002; Soltanoff et al., 2012).

A falta deste factor ou mesmo de M-CSF conduz a um fendtipo
osteopetroético, a uma diminuicao osteoclastos, ndao havendo reabsor¢do 6ssea
eficaz e promovendo o aumento da massa 6ssea (Palmqvist et al., 2002; Soltanoff
etal,, 2012).

O RANKL esta, também, envolvido na calcificacao ectdpica de outros
tecidos, como o musculo cardiaco, o pancreas e o figado, causada pela infeccao
viral pelo CVB3, por exemplo. Este tipo de infec¢do conduz a um aumento dos
niveis do RANKL, acompanhado pelos niveis de OPG e de outras citoquinas. Foi
demonstrado no estudo elaborado por K. Lee et al. (2015) que o RANKL por meio
de outros intermediarios, como as BMP2, Runx2, Fra-1 e NF-kB, promove o
aumento de fosfato inorganico (Pi), promovendo a calcificacdo a nivel cardiaco,
visto que o Pi estd intimamente relacionado com a calcificacao vascular. Contudo,
o Pi, por si sO, pode aumentar a calcificagdo nos tecidos moles. O aumento de
RANKIL, devido a infec¢do, promove o aumento da actividade dos osteoclastos,
estimula a reabsorcao 6ssea e promove a calcificacdo ectdpica. Os niveis altos de
OPG bloqueiam unicamente a osteoclastogénese. Foi descoberta uma proteina
recombinante RANK-Fc (RANK fundido com a regido FC da IgG humana) que
inibe a formacdo osteoclastica dependente desta via de sinalizacdo e previne a
perda Ossea e a calcificacdo induzida por este tipo de infeccdo. Assim, Lee et al.
(2015) sugeriu que a neutralizacdo da accao do RANKL através de RANK-F,
Denosumab e OPG, podera justificar o uso destes agentes terapéuticos na
prevencao e diminuic¢do da calcificagdo 6ssea (K. Lee et al,, 2015).

A sua estimulacgdo é feita pela presenca de hormonas calciotrépicas, como

a vitamina D3 e PTH, e citoquinas, como a IL-6 (Palmqvist et al., 2002).
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3.2.2. M-CSF

A citoquina M-CSF ¢ secretada por células pertencentes ao estroma da medula
e por osteoblastos que potenciam a sobrevivéncia osteoclastica. E essencial no inicio
da diferencia¢do dos pré-osteoclastos, sendo, assim, necessaria para a proliferacdo,
diferenciagdo destas células, acompanhando a regulacdo do citoesqueleto e a
reabsor¢do Ossea. M-CSF assegura a sobrevivéncia de células hematopoiéticas
monociticas e a sua proliferacdo e diferenciacdo (Palmgqvist et al., 2002). A sua
auséncia resulta na deficiéncia de macrofagos e num fendtipo osteopetrético, pela
auséncia de osteoclastos. M-CSF activa e induz uma panéplia de proteinas, quinases
(presentes no citoplasma), citoquinas, interleucinas e interferdes. Apos a sua ligacao
ao receptor (c-Fms) induz uma expressdo genética necessaria para uma resposta
directa a0 RANKL e as interleucinas. A sua ac¢do sinergética ¢ explicada através de
estudos que demonstraram que esta citoquina, a M-CSF, estimula directamate o
RANKL e outros componentes da via de sinalizagio RANKL/NF-kB. Por ultimo, a
M-CSF previne a apoptose dos osteoclastos através de uma isoforma do BCL2-like 11
(proteina facilitadora de apoptose), a Bcl-X(L)-induced inhibition of caspase-9
activator (Baranski et al., 2015; Horne et al., 2005; Schwartz et al., 2015; Soltanoff et
al., 2012; Yue, Ben Messaoud, & Lopez, 2015).

3.2.3. NF-xB

Ap6s a activagdo do factor NF-«xB, através de um processo de fosforilacao da
sua proteina inibitoria (IKK), este ¢ translocado para o nucleo. O NF-kB ¢ importante
na via de sinalizagdo do RANK, regulando a fung¢do e o desenvolvimento dos
osteoclastos. Apds a sua activacdo ¢ seguida a activagdo de um grande ntimero de
proteinas quindsicas MAP, entre as quais JNK/c-Jun, ERK1/2 e quinases p38. Como
consequéncia de vdarias quinases MAP e seus inibidores hd uma diminuicdo da
sobrevivéncia osteoclastica e a inibi¢do da formacdo de osteoclastos. Segundo (Carey
et al., 2015; Soltanoff et al., 2012), p38 depois da expressdo do RANK pode fosforilar
o transdutor de sinal e o activador de transcrigdo 1 (STAT1) e, consequentemente,
controlar a expressdo de alguns genes alvo (Soltanoff et al., 2012).

Para além de regular estes factores, o NF-kB regula a IL-1 que medeia a

reabsorcdo oOssea e¢ a formacdo de osteoclastos através de percursores que
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expressavam em excesso c-Fos. Foi revelado que, para a reabsor¢do 6ssea mediada

pela IL-1, € necessario o NF-xB p50 e p52 (Soltanoff et al., 2012).

3.24. ITAM

O RANKL juntamente com o ITAM promovem a estimulacdo da via de
sinalizagio Ca>’/NFAT para o controlo da oscilagio dos niveis de Ca*" Como mostra
a figura 13, isto acontece porque 0 RANKL estimula, através da ligagdo do receptor
associado aos osteoclastos (OSCAR) com o receptor triggering expresso nas células
mieloides (TREM-2), a ligacdo do ITAM ao FC receptor common y subunit (FcRY)
que, por sua vez, esta complexado com DNAX-activating protein 12 (DAP12). Apos o
inicio desta sinalizag¢do, desencadeia-se um processo onde ¢ activada a fosfolipase Cy
(PLCy) que, por sua vez, permite a libertagio de Ca®" intracelular mediada pela
calmodulina. Este processo vai permitir a auto-amplificagdo do NFATcl, que como
referido anteriormente, ird permitir a transcricdo de genes necessarios para a
diferenciagdo de osteoclastos. Assim este processo, também, garante a manuten¢do da

homeostase 6ssea (Kular et al., 2012; Soltanoff et al., 2012).
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Figura 13: Vias de sinaliza¢do na diferenciaciio de osteoclastos, adaptado de Kular et al. (2012)
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Se houver deleccdo destes factores, a diferenciacdo osteoclastica sera
deficiente e isto conduzird, para além de outras maneiras ja descritas, a uma condi¢ao
de osteopetrose, embora ainda ndo sejam conhecidos os intermediarios entre esta via
co-estimuladora do ITAM e a RANKL. Segundo Soltanoff et al. (2012), o
comprometimento da fosforilacdo da tirosina quinase esplénica (Syk) ¢ devido a
auséncia de DAP12 e de FcRy e consequentemente, ndo & diferenciagdo osteoclastica
ou reabsor¢do 0ssea. Sem esta quinase, 0 ITAM nio sofre fosforilagdo, ndo havendo
progressao desta via co-estimuladora. O aumento de Syk provocado por uma mutagdo
em sh3-domain binding protein 2 (Sh3bp2) leva a um aumento das respostas de
RANKL e M-CSF, originando osteoclastos hiperactivos , traduzindo-se num processo

de inflamagao e erosao Ossea cortical (Soltanoff et al., 2012).

3.2.5. RGS10 e RGS12

RGS10A ¢ uma isoforma que pertence a uma familia de 21 proteinas G de
sinalizacdo, importante no processo das vias de sinalizagdo dos osteoclastos. Esta
implicada no processo de oscilagio do Ca*" que foi abordado acima. Quando ha
silenciamento do seu RNAi, ocorre um bloqueio nas oscilagdes de Ca®", pois esta
interage directamente com o complexo formado pela calmodulina e o Ca*'e com o
PIP;, promovendo a activagio de PLCy e a oscilagdo do Ca®" Foi observado que sua
auséncia leva a uma condi¢do de osteopetrose (Soltanoff et al., 2012).

Soltanoff et al. (2012) propuseram um modelo sobre como funciona a RGS10
na diferenciagio dos osteoclastos, nomeadamente na oscilagio do Ca*", com base nos
seus resultados obtidos, que passo a citar: “RANKL medeia a DAP12 e FcRy,
adaptadores moleculares de membrana que contém um motivo ITAM e que activam
o PLCy. PLCy hidrolisa o PIP,, que origina PIP;, que, em seguida, desencadeia uma
libertagdo inicial transitoria de Ca*" dos espagos de armazenamento intracelular. A
libertagdo do Ca®" intracelular permite um aumento do Ca*" ao nivel intracelular para
atingir um pico de concentragdio maximo, levando a formagdo do complexo
Ca*"/calmodulina. Este complexo formado compete com o sitio de ligagdo do PIP; na
RGS10 e promove a libertagdo do PIP;. Uma vez que a concentragdo do Ca®" atinge
o seu pico de formacdo, hd um comeco de recarga deste no reticulo endoplasmatico

(ER), na auséncia da activacao adicional de PLCy, e a combinagdo entre a recarga de
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Ca®" no RE e a ligagio da calmodulina provoca a diminui¢io da concentragdo de
Ca®". O complexo formado entre a calmodulina e o Ca®" dissocia-se de RGS10
quando estd presente a uma baixa concentragdo de Ca®". E, assim, o PIP; permanece
livre, activando o PLCy, que em seguida se une a RGS10 (sem a competi¢do do
complexo Ca*’/calmodulina). Por sua vez, PLCy activo desencadeia a libertagdo de
Ca**dos depositos intercelulares por meio da libertagio de PIP;, originando um 2°
pico, permitindo que o processo continue, causando oscilagdes de Ca®™ (Soltanoff et
al., 2012). Concluindo, desta forma, que as oscilagcdes provocadas por esta via de
sinalizagdo, activam a expressdo de calcineurina e de NFATcl na fase final da
diferenciagdo osteoclastica.

Para além desta proteina, a RGS12, também, revelou um papel importante na
fosforilagdo de PLCy, pois a sua auséncia provoca uma fosforilagdo deficiente e,

consequentemente, um bloqueio das oscilagdes de Ca®".
3.2.6. Src

Segundo Soltanoff et al. (2012), a Src “pertence a uma familia de nove
nonreceptor tyrosine kinases (NRTKSs) presentes na membrana celular” (Soltanoff et
al., 2012). Esta participa nas vias de sinalizacdo mediadas melo RANL e pelo M-CSF
e estd relacionada com a coneccdo e a integridade dos podossomas que sdo
constituintes dos osteoclastos e que os permitem conectar as outras células, visto
serem estruturas especializadas e ricas em actina. A sua auséncia provoca
osteopetrose, devido a mé reabsor¢do Ossea feita, unicamente, pelos osteoclastos
maduros; para a restauracdo dos podossomas ¢ necessario SH2 e SH3 que sdo
dominios de ligacdo que permitem o retorno da organizacdo dos mesmos e a sua
dindmica, podendo alterar a capacidade de sobrevivéncia e diferenciacdo dos
osteoclastos. Tanto Src como o factor CB1 sdo expressos nos osteoclastos (Horne et
al., 2005; Soltanoff et al., 2012).

Src ao ligar-se ao Casitas B-lineage lymphoma (CB1), fosforila-o, através da
sua ligagdo inicial a tirosina quinase 2 (Pyk2), vai permitir que o CB1, auxilie a
endocitose e activacdo de mais mediadores, como a dyamina (uma GTPase que esta
na origem da formagdo de vesiculas endociticas), PIP;K (permite a integridade do
anel de actina e a ligagdo dos osteoclastos), entre outros, importantes no

desenvolvimento de polaridade celular e na interligacdo celular. O seu papel estd
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relacionado apenas com a reabsor¢do dssea osteoclastica foi determinado em estudos
feitos em ratinhos com auséncia de Src (Horne et al., 2005).

As integrinas que permitem a ligacdo do Src a Pyk2 permitem a polarizag¢do da
célula, imediatamente ap6s a adesdo celular, activando o processo de reabsor¢do; por

ultimo, estas gerem a adesdo entre as células e a matriz 6ssea (Soltanoff et al., 2012).

3.2.7. Catepsina k

Descobertas ja no século XIX, as catepsinas pertencem a uma familia de 21
proteases lisossomais; s3o denominadas também como protéases de cisteina e podem
ser divididas, ainda, a nivel da sua ac¢do nos osteoclastos, em trés tipos- exocitico
(catepsinas K, L), endocitico (catepsina D) e de ligacdo membranar (catepsina E)
(Everts et al., 2006; Goto, Yamaza, & Tanaka, 2003).

Dentro das catepsinas ¢ importante destacar o papel da catepsina K, que esta
envolvida na reabsorcao dssea feita pelos osteoclastos feita a um pH baixo (Everts et
al., 2006). Foi descoberta através de estudos que envolveram a mutagdo do seu gene
em 1g21, que provocava uma doenga autossdmica recessiva, a picnodisostose (doenga
Toulouse-Lautrec). A sua auséncia em estudos em ratinhos levou a osteopetrose
resultante da reabsor¢do Ossea debilitada (Everts et al., 2006; Goto et al., 2003;
Soltanoff et al., 2012). Em diversos estudos realizados, esta catepsina exerce uma
enorme actividade proteolitica contra as proteinas matriciais Osseas e ¢, também,
regulada por MMPs. Goto et al. (2003) afirmou que a remog¢ao de colagénio dsseo €
fundamental para a interligagdo da reabsor¢do e a formagdo dssea, e que as MMPs
também sdo importantes para esse desafio (Goto et al., 2003).

No entanto, novas descobertas apontam que os osteoclastos ndo sofrem
apoptose e senescéncia na auséncia de catepsina K e apresentam-se em elevado n°
devido a diminui¢do dos niveis de p19, p53 e p21 (Chen et al., 2007).

Por ultimo, em estudos relacionados com a deficiéncia de catepsina K em
diferentes tipos de o0ssos, ossos longos e ossos do cranio, observou-se que, 0s
osteoclastos sem catepsina K, nos ossos longos compensavam a sua auséncia através
das MMPs; nos ossos do cranio, substituem a sua auséncia por outras enzimas da
mesma familia , destacando a catepsina G, que medeia a reabsor¢do feita pelas

MMPs. Com base nestes dados originaram uma nova ideia de que existem
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osteoclastos em diferentes zonas do esqueleto com actividade adaptada ao meio em

questdo (Everts et al., 2000).

3.2.8. Vav3

E importante salientar que este factor esta implicito na activacio osteoclastica
e na densidade 6ssea, destacando que a sua auséncia conduz a uma desorganizagdo da
actina no citoesqueleto, na polarizacdo e a actividade de reabsor¢do, resultantes da
sinaliza¢ao deficiente do M-CSF e de integrinas (3 (Soltanoff et al., 2012).

Outros estudos revelaram que a tirosina quinase Syk ¢ um regulador

importante do Vav3 nos osteoclastos (Faccio et al., 2005).
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4. Factores de transcricio reguladores da

diferenciacao osteoblastica

Dos factores de transcri¢gdo que favorecem a osteoblastogénese, os principais
sd0 o Runx2, a osterix e o factor activador transcripcional 4 (ATF4). Contudo
podemos salientar, também, o papel da familia AP constituida por Jun, Fos e fra; e
ainda, o papel das Smads, dos C/EBP, do factor lymphoid-enhancing e do Twist
(Kanatani et al., 2006; Kobayashi et al., 2006; Kronenberg, 2004; Y. Li & Xiao, 2007;
Makita et al., 2008; Marie, 2008; H. M. Ryoo, Lee, & Kim, 2006; Ziros et al., 2008)

4.1.Runx?2

A familia Runx ¢ constituida pelo Runx 1, conhecido, também, por PEBP2,
CBFA2 ¢ AMLI; pelo Runx2, que da mesma maneira, também, se domina por
PEBP2aA, CBFA1l e AML3; e pelo Runx3, chamado, identicamente, por PEBP2aC,
CBFA3 e AML3 (Makita et al., 2008). Apesar de compartilharem o mesmo motivo de
reconhecimento de DNA, s3o codificados por genes diferentes (Soltanoff et al., 2012).
O seu dominio de ligagdo ao DNA ¢ semelhante ao da Drosophila, o dominio runt. O
Gene Runx 2 humano tem cerca de 220Kb presente no cromossoma 6q21 (Soltanoff
et al., 2012; Ziros et al., 2008). De todos os elementos da familia Runx, o Runx2 ¢é o
principal factor transcripcional que coordena o destino da linhagem osteobléstica e
controla a sua diferenciacao(Marie, 2008).

Este liga-se ao DNA, que com a ajuda do CBFf aumenta a sua estabilidade e
protege-o da degradacdo proteolitica por ubiquitinacdo (Soltanoff et al., 2012). A
expressdo de Runx2 promove a activagdo de dois genes Collal e osteocalcina e a sua
respectiva producdo (Makita et al., 2008; Soltanoff et al., 2012; Ziros et al., 2008).

Durante a embriogénese, o Runx2 comega a ser detectado por volta do nono
dia, a sua expressdo vai sendo mais visivel ao longo do desenvolvimento esquelético,
podendo induzir a expressdo genética necessaria para a determinacdo da linhagem
celular e para a diferenciacdo de MSC (Ziros et al., 2008). ¢ expresso nos testiculos,

no timo, nos condrocitos € nos ostedcitos; ndo estd presente no cérebro, coragdo,
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figado, intestino e pulmao (Makita et al., 2008; Soltanoff et al., 2012). Estudo feito
por Ziros et al. (2008) revelou que o Runx2 evidencia-se aumentado, paralelamente,
com o aumento do potencial de ligacdo ao DNA, devido a um baixo estimulo
mecanico nas células osteoblasticas humanas em cultura, demonstrando que esta
indug¢do causada foi dirigida por meio da sinalizagdo das MAPK (Ziros et al., 2008).

Este factor transcripcional estd envolvido tanto na ossificacdo
endocondral como na intramenbranosa, visto estimular a via IHh (Hartmann, 2009;
Kanatani et al., 2006).

A displasia cleidocraniana, uma doenca autossomica, caracterizada por
claviculas hipoplésticas, fontanelas abertas, anomalias esqueléticas, e atraso no
desenvolvimento esquelético, ¢ devida a uma haplodeficiéncia do Runx2, que por sua
vez, leva a uma sinalizagao deficiente pelo TGF-/BMP/ Smad, levando a uma perda
total de formacao 6ssea (Kronenberg, 2004; Y. Li & Xiao, 2007).

Segundo Soltanoff et al. (2012), a expressdo etopica de Runx2, que leva ao
aumento da expressdo de osteocalcina, ALP, MMP-13, sialoproteina 6ssea e Collal,
provoca uma ossificagdo endocondral em algumas areas do esqueleto que, por norma,
ndo calcificam. A sua expressdo excessiva impede a derivagdo dos ostedcitos. Foi
demonstrado que algumas mutagdes no Runx2 bloqueiam a ossificagdo endocondral
e intramembranosa por completo (Soltanoff et al., 2012; Ziros et al., 2008).

E importante destacar que o Runx2 é controlado a montante por diversas
proteinas, como: a proteina Msh homebox 2 (Msx2) e a NK3 Homebox 2 (Bapxl), a
DIx3, as proteinas Twist, o supressor de tumor p53, a proteina dedo de zinco schnurri-
3 (Shn3), a ciclina D1 dependente de quinase 4 (Cdk4) e as Homebox A (Hoxa 10 e
Hoxa2) (Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Resumidamente, Msx2, expressa durante o desenvolvimento 6sseo pelos
osteoclastos, se for inactivada provoca um atraso na ossificagdo, acompanhado pela
diminui¢do da regulacdo da expressdo do Runx2; inibe a adipogénese, favorecendo a
diferenciacdo de MCS em osteoblastos. A Bapxl, outra proteina activadora da
expressdo do Runx2, estd envolvida na formagdo do esqueleto axial. A DIx5 tem a
mesma fun¢do que as proteinas anteriores, no entanto o seu mecanismo baseia-se na
formacdo de heterodimeros com a Msx2, activando a osteocalcina, a qual impede a
sua repressdo mediada por Msx2 (Soltanoff et al., 2012). Ja as proteinas Twist
(Twistl, primeiramente denominada por Twist, e Twist2, anteriormente chamada

Dermol) reprimem a actividade do factor Runx2, controlando de outra forma a
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regulacdo oOssea (Kumarasinghe, Sullivan, Kuliwaba, Fazzalari, & Atkins, 2015).
Estas proteinas codificam factores de transcricdo homologos ao Twist da Drosophila.
A auséncia de Twistl resulta em anomalias ao nivel do cranio, ndo permitindo o fecho
do tubo neural; enquanto que se se apresentar em heterozigotia, origina
craniossinostoses, resultante da diferenciagdo prematura dos osteoblastos
(Kronenberg, 2004; Soltanoff et al., 2012). E de referir que ratinhos que expressam
Twist] ™ exibem um aumento de apoptose e uma reduzida proliferagio na estrutura
mesénquimal. Estd descrito um novo dominio que medeia a fun¢do destas proteinas, o
Twist box; caso haja uma mutagdo no Twist box do Twistl, hd um avango mais rapido
na formacdo dssea tanto em homozigotia como em heterozigotia (Kumarasinghe et
al., 2015; Soltanoff et al., 2012; Zhao et al., 2015).

Para além desta ultima classe de proteinas referidas, também o p53, gene
supressor de tumor, estd implicado na regulacdo negativa da diferenciagdo dos
osteoblastos, pois o auséncia deste nos osteoprogenitores resulta no aumento da
expressdo de Runx2 e de Osterix, e pela elevada formagao 6ssea e densidade dssea em
ratinhos adultos deficientes em p53 (Soltanoff et al., 2012). Também devemos
destacar o papel de Shn3, um adaptador proteico no sistema imunitario e um
importante regulador da formagdo dssea adulta; em que a sua auséncia conduz a uma
espécie de osteopetrose, refletindo um aumento da massa 6ssea devido a uma maior
actividade dos osteoclastos. Esta proteina degrada o Runx2 por meio de ubiquitinagao
através do recrutamento de uma ligase WWP1 ligase. Da mesma forma que a proteina
anterior, a ciclina D1-Cdk4 promove a degradacdo do Runx2 (Soltanoff et al., 2012).
Também, ¢ de salientar que a proteina Hoxal0 ao induzir a BMP-2, activa o Runx2, a
ALP, osteocalcina e a sialoproteina. Permite a diferenciacdo de MSC, dando inicio a
osteogénese, regulando, directamente, o fenotipo osteoblastico (Soltanoff et al.,
2012). Como as MSCs estao direcionadas para a expressao bidirecional, expressando
Sox9 e Runx2, necessarios para a condrogénese e osteogénese, respectivamente; a
auséncia de Hoxa2 mostrou-se positiva na regulacdo deste dois genes (Hartmann,
2009; Shekaran et al., 2015; Soltanoff et al., 2012). Por fim, podemos evidenciar os

co-repressores e co-activadores do Runx2, como podemos ver na tabela 2.
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Tabela 2: Factores co-activadores e co-repressores do Runx2, adaptado de (Soltanoff et al., 2012)

Co-activadores/

Co-repressores

Funcao

Observacoes

Cbfp

Co-activador

Fundamental para melhorar a ligagdo do Runx (Runxl, Runx2,
Runx3) ao DNA; a sua auséncia ¢ letal, visto provocar um grande
atraso na ossificagdo e provocar hemorragias graves (Runx3 e
Runx1- indispensaveis para a hematopoiese). Apesar disto, o Runx2
actua na auséncia deste co-activador (Kanatani et al., 2006; Soltanoff

etal., 2012).

P300, CREB
binding protein
(CBP), MYST

histone
acetyltransferase
monocytic

leucemia3/4

(MOZ)/ (MORF)

Co-activador

Enquanto que os dois primeiros estimulam o Runx2 por via R-Smads,
aumentando a transcrigdo de genes alvo dependente de Smads; os
dois ultimos actuam no dominio de activagdo do Runx2 e activam o
promotor da Osteocalcina, podendo ser relevante para a ossificagdo
intramembranosa. As suas auséncias podem originar defeitos cranio-

faciais (Soltanoff et al., 2012).

Histonas

Desacetilases

Co-repressor

Promovem a repressdo transcripcional pela remogao de grupos acetil,

alterando a cromatina estruturalmente, promovendo a sua

condensagdo pela remo¢do de um dominio necessario ao
recrutamento de proteinas co-activadoras. Dentro desta familia,
destaco o papel da inibigdo de HDAC3, que acelera a mineralizagio
Ossea e a expressdo de osteocalcina, osteopontina e sialoproteina; e
da HDAC4, que ao bloquear o dominio deligagio ao DNA pelo
Runx2, inibe a sua actividade. Por outro lado a expressdo excessiva
de HDACH4 inibe a hipertrofia dos condrdcitos; e o equilibrio entre a
sua expressdo e a expressdo de transcription factor myocite enhancer
factor 2C (Mef2c) beificia a ossificagdo endocondral (Bradley, et al.,

2015; Hartmann, 2009; Soltanoff et al., 2012).

Grg/TLE e YAP

Co-repressor

Inibem a activagdo do Runx2 dependente de OCN (Marie, 2008;
Soltanoff et al., 2012).

Smurf

Co-repressor

Regulam a transcri¢do de genes através da degradagdo proteosomal.

Diminuem 0s niveis de Runx2, atrasando o

desenvolvimento/diferenciacdo dos osteoblastos (Soltanoff et al.,

2012).

Contudo, existem ainda outras proteinas que interagem com o Runx2, da

mesma maneira como foram descritos as anteriores.
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4.2.0sterix

Apesar de ainda necessitar alguns estudos, pois ainda ndo foi bem elucidado o
ponto de interagdo que esta tem sobre o Runx2, esta proteina ¢ conhecida como um 2°
regulador transcricional do Runx2, durante o final da formago 6ssea. E uma proteina,
cujo dominio de ligacdo ao DNA ¢ constituido por dedos de zinco tipo C2H2 (Marie,
2008; Soltanoff et al., 2012). Esta actua a jusante do Runx2, permite a activagao
NFAT, que por sua vez desencadeia a activagdo da via Wnt, promovendo a formagao
Ossea e a regulando a massa 6ssea (Celil & Campbell, 2005). Consequentemente, a
expressdo excessiva de NFATIc estimula a activagdo de genes como COLIA1
dependente de Osx (Koga et al., 2005; Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).

Na sua auséncia, foram detetadas deficiéncias na formacdo Ossea e na
diferencia¢do dos osteoblastos. Foi, também demonstrada a expressdo de marcadores
condrociticos, como o Sox9, na sua auséncia em percursores osteobldsticos,
defendendo a  bipotencialidade @~ do  Runx2 na  diferenciagdo  dos
osteo/condroprogenitores (Koga et al., 2005; Soltanoff et al., 2012).

A Osx ¢ também regulada negativamente por factores como o Shnurri-2 e p53,
como acontece com o Runx2, diminuindo, assim, a osteoblastogénese e a formacao
Ossea. Por outro lado, as MAPKs parecem estar envolvidas na mediacdo feita por

BMP-2 e IGF-1 na expressdo de Osx (Marie, 2008; Soltanoff et al., 2012).

4.3.ATF4

A proteina ATF4 ¢ um factor transcricional que conjuntamente com o
complexo Runx2/Cbfal estimula/ regula a actividade da OCN. Juntamente com o0s
anteriores ¢ um factor muito importante na regulacdo dos osteoblastos, cuja actividade
¢ regulada numa fase pods-transcripcional (Hartmann, 2009). Pode ser sujeito a
fosforilacdo por parte da Ribosomal protein S6 kinase polipeptide 3 (Rsk2),
necessaria para desencadear a diferenciacio terminal osteoblastica, e para a expressao
de OCN. A sua deficiéncia provoca uma diminuicdo da formacdo dssea € a nao
fosforilacdo, devido a inativacdo de Rsk2 conduz a uma doenga Coffin-Lowry, uma
desordem genética ligada ao cromossoma X (Hanauer & Young, 2002). A sua

fosforilagdo aumentada pela PKA pode levar também ao aumento da expressdo de
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RANKL (responsavel pela diferenciacdo dos osteoclastos) (Marie, 2008; Soltanoff et
al., 2012).

Por ultimo ¢ importante referir que este factor interage com a proteina
matricial nuclear special AT-rich sequence binding protein2 (STAB2), que para além
de reprimir a Hoxa2, aumenta a ligacdo de ATF4 aos elementos de reconhecimento
do DNA, modificando a sua transactivagao nos osteoblastos (Marie, 2008; Soltanoff

etal., 2012).
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5.Factores de transcricdo reguladores da

diferenciacao osteoclastica

Durante o processo de formagdo e diferenciagdo dssea sdo necessarios varios
factores genéticos. Nas varias etapas de diferenciagdo, activacdo e sobrevivéncia
osteoclastica sdo expressos varios factores genéticos especificos, dos quais se

destacam o PU.1, AP-1, NF-xB NFATcl, Mitf e Myc.

5.1.PU.1

O PU-1 é um factor de transcricio hematopoiético, envolvido na
diferenciacao da linhagem celular mieléide e linfocitica. Parece, também, adotar
um papel essencial para iniciagdo do processo da osteoclastogénese, visto que os
osteoclastos derivam de progenitores hematopoiéticos. Este papel foi provado
com base em estudos desenvolvidos em ratinho com a auséncia deste gene,
provocando a sua morte fetal, devido a falta das linhagens referidas. Este factor
promove, também, a derivacdo dos macrofagos a partir de células estaminais
embridnicas (Courtial et al., 2013; Soltanoff et al., 2012).

0 PU.1 Esta em todas as fases da formacgdo/diferenciacao dos osteoclastos
, onde o seu mRNA esta elevado 3 vezes mais do que nas restantes células em
que se pode encontrar. Tem a capacidade de induzir genes especificos dos
osteoclastos, nomeadamente, o RANKL, através da sua interacdo com o NFAT1c,
um alvo transcricional deste factor e fundamental para a osteoclastogénese
(Courtial et al., 2013; Soltanoff et al.,, 2012).

A auséncia do factor PU.1 impede a activacdo do RANKL e conduz a um
fenotipo osteopetrotico, bloqueando a diferenciacao celular a partir de M-CSF
(Soltanoff et al., 2012).

0 Pu.1 tem, também, um outro alvo, o Tal2, um factor de transcricdao do
tipo hélix-loop-helix que actua no sistema hematopoiético. Este ultimo esta

aumentado na osteoclastogénese, influenciando a expressdo do gene TRACP que
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actua na diferenciacdo osteoclastica. Assim, é nos permitido que Tal2 para além
de actuar no sistema hematopoiético, também actua na diferenciacdo Ossea

(Courtial etal., 2013).

5.2.4P-1

O factor AP-1 constituido por dois tipo de proteinas, Fos (c-Fos, FosB, Fra-1,
Fra-2) e Jun (c-Jun, JunB, JunD), é importante na osteoclastogénese. E activo através
da interacdo entre o RANKL e o Toll-like receptors (TLR), regulando os osteoblastos
positivamente, através da sua complexacdo com os factores c-fos e Yet. (Soltanoff et
al., 2012).

Para além deste ser benéfico a nivel dos osteoblastos (Marie, 2008), este
desempenha um papel muito importante ao nivel da activagio do RANKL nos
osteoblastos, visto que a sinaliza¢do feita pelo RANKL promove a transcricdo de
genes alvo dependentes de Fos (Fra-1) e de NFATcl. Ainda, c-Jun ao complexar-se
com o NFATcl actua a jusante da activacdo da osteoclastogénese pelo RANKL. A

auséncia deste factor determina uma condi¢do de osteopetrose (Soltanoff et al., 2012).

5.3.NF-xB

O factor NF-«B, envolvido envolvido na regulagdo da diferenciagdo e
apoptose celular, ¢ representante de cinco factores de transcri¢cdo: p50 (NF-kB1), p52
(Nf-kB2), p65 (RelA), c-Rel e RelB. Este conjunto de factores presentes no
citoplasma, sdo translocados para o nucleo da célula onde vao controlar outros genes
alvos envolvidos na diferenciacao celular, nomeadamente IL-1, 11-6, TNF-a ¢ GM-
CSF, que apods a activacdo da proteina de degradacao Ikb, conduz a sua transcrigdo.
Assim, podemos destacar, também, o facto deste factor ser importante na regulacao da
expressdo de uma série de mediadores inflamatdrios e de citoquinas pro-inflamatorias
(Jeong, Pise-Masison, Radonovich, Park, & Brady, 2005; Soltanoff et al., 2012).

O Nfactl apresenta uma subunidade importante, a p65/RelA, que reprime a
expressao de p53 através da activacdo de TAx. A Tax € responsavel pela adaptacao da

transcricio de genes importantes, através da activagio do NFATcl. E importante
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destacar novas evidencias sobre o facto de que a inibigdo do p53, feita pela Tax,
requerer a fosforilagdo de Scr-536 e requer um domino C-terminal (Jeong et al.,
2005).

Segundo Soltanoff et al. (2012), ratos com deficiéncia em p50 e p52 em

simultaneo apresenta osteopetrose, devido a deficiente diferencia¢do osteoclastica.

5.4.NFATcl

O factor de transcricdo NFATc1 pertence a uma familia composta por quatro
factores de transcricdo denominada NFATc, com elementos numerados de 1 a 4
(NFATcl a NFATc4). Para além do sistema imunitério, este desempenha um papel
muito importante na osteoclastogénese, visto auto-regular-se em resposta a BMP-2,
na sinaliza¢io do Ca*". Quando ha libertagdo do Ca®" ao nivel intracelular, a activagio
da calmodulina e consequentemente da calcineurina, permitindo a activacdo do
NFATc1 que envolve a expressdo de Smad e PI3K. Alguns estudos reportaram que a
sua inibi¢do resulta no bloqueio da diferenciagcdo dos osteoclastos, actuando a jusante
do RANKL, garantindo a sua fun¢do na fase terminal da osteoclastogénese (Mandal et
al., 2015).

Este factor presente no citoplasma, ao complexar-se com outras proteinas ¢é
transportado para o nucleo, onde, juntamente com estas, vais iniciar a transcri¢ao de
genes responsaveis pela osteoblastogénese (Mandal et al., 2015).

Para além da calcineurina, a expressdo da fosfatase acida tartarato resistente
(TRAP), associada aos receptores da catepsina K e da calcitonina, induz a activagio
do NFATcl ¢ a diferenciagdo de osteoclastos (Mandal et al., 2015; Soltanoff et al.,
2012).

Resumindo, este factor ¢ regulado pela sinalizagdo do conjunto de factores
RANKL/TRAF6/ Fos. No final da diferenciacdo este ¢ auxiliado pelas proteinas Fos e
Jun , induzindo genes especificos da osteoclastogenese, como o gene de TRAP, do
receptor da calcitonina, da catepsina K e da integrina 0,3, sendo que esta ultima ¢é

responsavel pela reabsor¢ao ¢ssea (Soltanoff et al., 2012).
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5.5.Mitf

O Mitf esta envolvido no desenvolvimento de diversas linhagens celulares
e pertence a uma subfamilia de factores transcripcionais que inclui Tfe3, Tfeb e
Tfec (Bronisz et al., 2014). A fosforilacao deste factor através de ERK e MAPK18,
promove a formacdo de complexos estaveis com CBP/p300 e BGR1, aumentando
a sua actividade transcripcional (Soltanoff et al., 2012).

Foi descoberto que FUS, um proteina multifuncional, é co-activadora
deste factor na regulacao de genes responsaveis pela formagdo de osteoclastos.
A fosforilagdo de Mitf pela MAPK38 promove a interacdo com o FUS e BRGI,
permitindo uma melhor compreensao das interac¢des que o FUS sofre para

poder activar a transcricdao dos genes alvos do factor Mitf (Bronisz et al., 2014)

5.6.Myc

A familia de genes de myelocytomatosis oncogene (Myc) € constituida pelos
genes c-Myc, N-Myc, L-Myc e S-Myc. E responsavel pela proliferagio celular e
quando estdo desregulados motivam muitos dos tumores no ser humano. O c-Myc ¢
necessario para a osteoclastogenese induzia pelo RANKL, estando comprovado pelo
facto do c-Myc estar aumentado neste processo de diferenciagdo pelo RANKL. Ainda
assim, o c-Myc ¢ um alvo a jusante do RANKL, ndo estando presente em células
diferenciadas. Por ultimo, foi detectado a regulacdo negativa por parte do c-Myc em

relacdo ao factor TRAP (Soltanoff et al., 2012).
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6.Patologias associadas ao metabolismo

0SS€e0

Existem inUimeras patologias associadas ao metabolismo Osseo, desde a
osteoporose, osteogénese imperfeita, osteoporose-pseudoglioma, até mesmo
matesteses Osseas associadas ao cancro da prdstata e da mama. Dentre estas, dou

especial aten¢do a osteoporose.

6.1.0steoporose

A osteoporose ¢ uma doenga multi-factorial, que envolve a diminui¢do da
densidade da massa Ossea e alteragdo da qualidade da microestrutura Ossea,
provocando, consequentemente, a diminui¢do da resisténcia 6ssea e o aumento do
risco de fracturas. Pode ser dividida em dois tipos: primdria, se ndo houver patologias
adjacentes que indiquem a sua ocorréncia ou que resulte de factores como a
deficiéncia de estrogénio, a aquisigdo de massa Ossea insuficiente durante o
crescimento, por exemplo; e secundaria, quando a perda 6ssea € relacionada com uma
doenga primaria ou relacionada com um distirbio alimentar ou com a medica¢do que
o doente faz. A diminui¢do da densidade da massa 6ssea ¢ uma consequéncia do
aumento da actividade osteoclastica, havendo uma maior reabsor¢dao Ossea ¢ da
diminui¢do da taxa de remodelacao 6ssea (Mohammadi et al., 2014; Park et al., 2014;
Ralston, 2010). Esta patologia progride lentamente e pode ter como consequéncias a
perda de tecido 0sseo, a diminuicdo da visdo, a alteragdo do equilibrio, dificuldades
na locomocao e provocar algumas quedas (Park et al., 2014; Ralston, 2010)..

A osteoporose pode ser detectada tardiamente, pois ¢ uma doenga silenciosa e,
por isso, ser considerada um dos maiores problemas de satde segundo a OMS
(Dionyssiotis, 2015; Saude, 2008). Dentro dos factores de risco potenciais para o
desenvolvimento da doenca surgem os factores hormonais, estilo de vida pouco
saudaveis, doencas como a artrite reumatoide e o uso prolongado de corticosteroides.

Assim para prevenir a osteoporose, podemos fazer uma alimentagao saudavel, praticar
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exercicio fisico, evitar habitos tabagicos e alcoolicos, adoptar uma postura correcta,
realizar exames de densidade mineral dssea e evitar quedas (Satde, 2008; Viveiro,
n.d.).

Em estudos genéticos que envolviam com gémeos verdadeiros ou que
envolviam pais e respectivos descendentes, ha uma grande evidencia hereditéria, para
esta doenga. Visto haver uma variancia de cerca de 50% a 85% do pico da massa
Ossea geneticamente determinada (Kwon, 2009). Assim, para além dos factores nao
genéticos envolvidos nesta doenga, ha um grande desafio do estudo de factores
genéticos implicados na osteoporose, os quais podem ter um pequeno papel, mas
relevante, em relacdo a regulacdo da massa dssea e a formacdo de células Osseas
(Dionyssiotis, 2015). Na tabela seguinte, estdo descritos alguns factores genéticos, ja

abordados anteriormente, que desempenham um papel no aparecimento da

osteoporose.

Tabela 3: Genes associados a BMD/Osteoporose, detectados em alguns estudos e correlacionados com a

densidade da massa éssea e o fenotipo relacionado com a Osteoporose. Adaptado de Dionyssiotis (2015)

AR AHSG ApoE BMP2 BGP CASR
CLCN7 COL1A1 COL1A2 CT CYR1B1 COMT
CYP1A1 CYP17 CTR CYP19 CCR2 DBP
DRD4 ERbeta ERalpha FRA-1 GH1 GnRH
HLA-A IL-6 LRP5 LRP4 LCT IL-1IRA
LEPR IL-10 I-TRAF IRAK1 IGF-1 IGF-TI
Klotho MMP-I MGP MTHFR MMP-9 \PY
NCOA3 OSCAR OPG P57(KIP2) PONI1 PDE4
PPARG PLDO1 PTHR1 PTH PDE4D QPCT
RIL RUNX2 Sox4 SERT SOST TNFalpha
TNFR2 TCIRG1 TGFbeta WRN

Para além dos genes referidos na tabela destaco um outro gene, o VDR, o
receptor de vitamina D, por exemplo, funciona como um factor transcripcional trans-
actin, esta envolvido na homeostase mineral 6ssea, associado significantemente com a
densidade dssea mineral (DMO). A sua variacdo alélica contribui em cerca de 75%

para o efeito genético nas alteragdes da DMO. Por sua vez, implicado na reducdo da
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densidade 6ssea e no aumento das fracturas, o CollAl ou CollA2 parece ser um
candidato para o controlo genético da DMO, visto ser responsavel pela formagao e
regulacdo da maior proteina matricial 6ssea. Um outro gene que destaco ¢ o gene do
receptor de estrogénio (ESR) que codifica o proprio receptor do estrogénio. Este
receptor interage com o estrogénio € com outros factores transcripcionais, o AP-1,
SP-1 e NF-xB. Como ¢ do conhecimento geral, o estrogénio sendo um regular
enddcrino bastante importante no crescimento e manutencdo da estrutura Ossea,
quando estd ausente ou diminuido no organismo, origina uma diminui¢do da DMO.
Em estudos realizados, foi dado destaque ao facto do estrogénio ser osteo-protector na
formacao de osso trabecular (Dionyssiotis, 2015; Wu et al., 2013).

Apo6s a identificacdo do tipo de osteoporose, primdria ou secundaria, e a
determinagdo se a perda de massa Ossea estd ou ndo relacionada com alguma condicao
fisiologica do doente, admite-se o uso de terapéutica farmacologica. Caso seja
determinada osteoporose secunddria, a terapéutica farmacologica para melhorar a
DMO deve ser comtemplada se se justificar o risco elevado de fracturas adjacentes,
sendo inicialmente direcionada ao tratamento de uma condigdo fisioldgica primaria
que condiciona a DMO (Dionyssiotis, 2015; Furtado & Gaspar, 2010).

A terapéutica farmacoldgica engloba terapéutica que inibe a reabsor¢do Ossea
por parte dos osteoclastos como a calcitonina, a terapéutica hormonal de substituicdo
(THS), os modeladores selectivos dos receptores de estrogénio (SERM’s), os
bifosfonatos, e o Denosumab; a terapéutica com agentes anabdlicos, como a PTH, os
fluoretos; e a terapéutica que se baseia em agentes de dupla-ac¢do, como ranelato de
estroncio (Dionyssiotis, 2015).

Resumidamente, os agentes mais usados na terapéutica da osteoporose como
patologia primaria sdo os bifosfonatos (etidronato, clodronato, 4cido alendroénio,
residronato, ibandronato e 4acido zolendrénico); a terapéutica hormonal de
substituicdo, sendo o unico farmaco anaboélico aprovado pela FDA, a PTH; a
calcitonina; e os SERM’s (Furtado & Gaspar, 2010).

Contudo, o aumento da ingestdo de alimentos ricos em célcio e vitamina D, a
toma de suplementos contendo estes nutrientes e o aumento do nivel de actividade

fisica complementam a terapéutica farmacologica.
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7.Consideracoes finais

O tecido 6sseo estd em constante remodelagdo devido ao equilibrio entre a
formacdo e a reabsorcdo Ossea feita pelos osteoblastos e osteoclastos,
respectivamente. Uma ma regulacdo da diferenciacdo das células Osseas, até mesmo
dos osteodcitos, para além das anteriormente referidas, pode desencadear diversas
patologias.

Desde a formagdo 6ssea durante a embriogénese até ao equilibrio das fungdes
celulares Osseas, estdo implicados varios factores transcricionais, proteinas de
sinalizacdo, proteinas co-reguladoras da transcricdo que suportam a diferenciacdo,
proliferagdo e maturagdo de células dsseas de diferentes linhagens celulares a partir de
stem cells, podendo, no caso dos osteoblastos, originar ostedcitos, por ultimo no
tecido conectivo mineralizado.

Na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina podemos ter varios alvos atrativos para o
desenvolvimento de novos farmacos, visto ser uma via canonica alvo de varias
interagdes moleculares com bastante potencialidade de actuagdo, como o gene
LPR5/6 envolvido na osteoporose. Existem vdarias questdes por desvendar em
praticamente todas as sinalizagdes abordadas nesta tese. Nos tltimos anos tem havido
mais investigagdes que nos tém permitido conhecer mais e melhor o osso, o seu
metabolismo e patologias associadas. Apesar disto, questdes como o facto da Wnt
possa ou ndo controlar directamente os osteoclastos, continuam por esclarecer. Outros
factores envolvidos na diferenciagdo dos osteoblastos, como o Runx2, também, sdo
controlados por diversos mecanismos. Novos mecanismos de regulagdo em diferentes
etapas da diferenciagdo, proliferacio e maturacdo dos osteoblastos tém sido mais
aprofundados, como a Osx e o ATF.

Por curiosidade minha, (N. K. Lee et al., 2007), referiram que a osteocalcina
aumentava a tolerdncia a glucose in vivo e estimula a ciclina D e a expressao de
insulina em células B. Todavia, existem varias demonstra¢des de que o esqueleto pode
funcionar como um glandula endo6crina secretora de osteocalcina a partir dos
osteoblastos como uma hormona(N. K. Lee et al., 2007).

Os osteoclastos sdo as principais células responséaveis pela reabsor¢ao Ossea, €

a sua actividade tem um impacto enorme sobre o esqueleto, visto que a auséncia de
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alguns factores reguladores da sua diferenciagdo, podem provocar osteopetrose, como
a deficiéncia em PU.1. varios estudos demonstraram que a diferenciagdo dos
osteoclastos a partir do compromisso dos seus progenitores ¢ bloqueada pela ruptura
de alguns genes como o Mitf, NF-kB, c-fos e NAFTcl; e que estes e outros factores
transcripcionais trabalhavam em equipa no controlo da diferenciagdo deste tipo
celular.

Dentro de todos os factores transcripcionais, destaco, ainda, a sinalizacdo feita
pelo RANKL e pelo ITAM, durante o crescimento e diferenciacdo osteoclastica. Na
sinalizagdo pelo RANKL, que ndo poderia deixa de ser excepcdo, também continuam
varias questdes por desvendar, como por exemplo o valor das MAPKs e de outros
genes activados pelo RANKL. Analogamente, ainda permanecem por desvendar
algumas moléculas que ligam o0 RANKL e o ITAM.

Por ultimo, na osteoporose, a doenga que abordei nesta tese, existem diversas
hipoteses genéticas por explorar, talvez por consequéncia da falta de esclarecimentos
genéticos das células envolvidas. Novas descobertas sobre terapéuticas ja existentes,
parecem ter tido algum significado clinico, como a terapéutica hormonal de
substituicdo, em que era feita por praticamente todas mulheres pds-menopdusicas e
que agora caiu um pouco em desuso.

Concluindo, o estudo molecular e genético de todas as vias de sinalizagdo
presentes nas células Osseas, nomeadamente os osteoblastos e os osteoclastos,
poderdo ser alvos surpreendentes na estratégia terapéutica de multiplas doengas.
Tanto nos osteoblastos como nos osteoclastos, necessitam de uma melhor
compreensdo, ao nivel dos mecanismos de diferenciacdo a partir dos seus percursores,
sendo, portanto, extremamente importante para o desenvolvimento de novas
terapias/terapéuticas para doengas que ocorrem frequentemente na populagdo

mundial.
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