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EPIGRAFE
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RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) estdo envolvidos na regulacdo das funcbes biologicas do
0SSO e da osteogénese. Eles podem regular a expressdo génica no nivel pos-
transcricional por meio da degradacdo ou represséao traducional de moléculas de
RNA mensageiro (MRNA) alvo, seja pela degradacdo da molécula de mRNA ou
pela inducéo do silenciamento traducional de mRNAs alvo. Isso, por sua vez, afeta
a proliferacéo celular, diferenciacdo e apoptose. Os miRNAs tém potencial clinico
significativo, como biomarcadores especificos de doencas e como possiveis
agentes terapéuticos melhorarando ou revertertendo a degeneragéo do tecido
0sseo.Tem sido demonstrado, que miR-21 regula positivamente a diferenciacéo e
mineralizagcdo osteogénica, influenciando na expressdo dos principais fatores
osteogénicos como fosfatase alcalina (ALP) , fator de transcricdo relacionado ao
runt 2 (RUNX2), Osteopontina (OPN) e Osteoprotegerina (OPG). Portanto, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar, in vitro, a modulacdo de genes relacionados a
osseointegracao utilizando uma linhagem de osteossarcoma (SAOS-2) transfectada
com mimicos e inibidores do miR-21. Para isto, células da linhagem SAOS-2 foram
cultivadas em meio de cultura especifico e transfectadas com mimicos e inibidores
de miR-21. Apés a transfeccao, as células foram incubadas por 24h e 48h. Logo
apos, o RNA total foi extraido e a expressao dos genes ALP, RUNX2, Coldgeno A
tipo IA (COL1A1), RANKL, OPG e OPN foram avaliados por PCR quantitativa
(gPCR). Como resultados, foi observado que o genes OPG, OPN e RANKL nao
apresentaram amplificacdo adequada provavelmente devido a curta duracdo do
cultivo e as caracteristicas da linhagem SAOS-2. A transfeccéo de células SAOS-2
com mimico de miR-21 promoveu uma hiperexpressdo em RUNX2 apds 48 h de
cultura, ndo sendo verificada a acéo de inibidores de miR-21 na expresséo deste
gene. Ja ALP apresentou-se hiperexpresso apos 24h, sendo este aumento mais
significativo apods 48h de cultura em presenca de mimicos de miR-21. A inibi¢cdo de
miR-21 foi verificada somente em 24h e em presenca de menor concentracao de
inibidoes de miR-21. Também foi encontrada uma correlagdo positiva entre a
expressdo de RUNX2 e ALP 48 horas ap0s a transfeccdo com mimicos e inibidores
de miR-21. Deste modo, ALP mostrou uma expressao aumentada de forma
dependente do tempo e da concentracdo de mimicos de miR-21 e sua expressao
parece estar relacionada com a de RUNX2 em SAOS-2. Apesar dos resultados
favoraveis que demonstram que miR-21 possui papel importante na regulacdo da
expressao dos marcadores osteogénicos ALP e RUNX2 , as andlises por gPCR de
COL1A1, OPG, OPN, RANKL ndo demonstraram resultados conclusivos Os dados
obtidos até o momento parecem sugerir o potencial do miR-21 como uma
ferramenta terapéutica em procedimentos que envolvem formacéo e regeneracao
0ssea, incluindo implantes osseointegrados.

Palavras-chave: osteogenese, miR-21, transfeccéo, mimicos de miRNA, inibidores
de miRNA,



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are involved in the regulation of biological functions of bone
and osteogenesis. They can regulate gene expression at the post-transcriptional
level through translational manipulation or repression of target messenger RNA
(mRNA) molecules, either by manipulating the mRNA molecule or by inducing
translational silencing of target mRNAs. This, in turn, affects cellular control,
differentiation, and apoptosis. miRNAs have significant clinical potential, as specific
biomarkers of diseases and as potential therapeutic agents improving or reversing
bone tissue degeneration. It has been shown that miR-21 positively regulates
osteogenic differentiation and mineralization, influencing the expression of key
osteogenic factors such as alkaline phosphatase (ALP), runt-related transcription
factor 2 (RUNX2), osteopontin (OPN), and osteoprotegerin (OPG). Therefore, the
aim of this study was to evaluate, in vitro, the modulation of genes related to
osseointegration using an osteosarcoma cell line (SAOS-2) transfected with miR-21
mimics and inhibitors. For this, cells of the SAOS-2 cell line were cultured in a
specific culture medium and transfected with miR-21 mimics and inhibitors. After
transfection, the cells were incubated for 24h and 48h. Soon after, total RNA was
extracted and the expression of the ALP, RUNX2, Collagen A type IA (COL1Al),
RANKL, OPG and OPN genes were evaluated by quantitative PCR (QPCR). As a
result, it was observed that the OPG, OPN and RANKL genes did not have adequate
amplification probably due to the short duration of culture and the characteristics of
the SAOS-2 cell line. Transfection of SAOS-2 cells with miR-21 mimics promoted
hyperexpression of RUNX2 after 48 h of culture, and no action of miR-21 inhibitors
on the expression of this gene was observed. ALP was hyperexpressed after 24 h,
and this increase was more significant after 48 h of culture in the presence of miR-
21 mimics. MiR-21 inhibition was only observed at 24 h and in the presence of a
lower miR-21 inhibitor concentration. A positive correlation was also found between
the expression of RUNX2 and ALP 48 h after transfection with miR-21 mimics and
inhibitors. Thus, ALP showed increased expression in a time- and concentration-
dependent manner with miR-21 mimics, and its expression appears to be related to
that of RUNX2 in SAOS-2. Despite the results developed demonstrating that miR-
21 plays an important role in regulating the expression of osteogenic markers ALP
and RUNX2, gPCR analyses of COL1Al1, OPG, OPN, RANKL did not provide
conclusive results. The data obtained so far seem to suggest the potential of miR-
21 as a therapeutic tool in procedures involving bone training and regeneration,
including osseointegrated implants.

Keywords: osteogenesis, miR-21, transfection, miRNA mimics, miRNA inhibitors.
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1. INTRODUCAO

O osso geralmente exibe uma alta capacidade intrinseca de regeneracdo, no
entanto, grandes defeitos 6sseos as vezes ndo conseguem cicatrizar. A regeneracao
de grandes defeitos 6sseos muitas vezes se mostra dificil, pois depende da formacéo
de grandes quantidades de osso em um ambiente impeditivo a osteogénese (Schulze
et at.; 2023). A remodelacdo O6ssea é caracterizada por uma interacdo dinamica de
mecanismos sequenciais que levam a mudancas na composicdo da Matriz Extra
Celular (MEC) mediadas pela adeséao, proliferacdo e diferenciacdo celular e pela
liberacdo de moléculas de sinalizacéo ativas (Ruggieri et al.; 2021). O isolamento de
uma unica populagdo de células-tronco esqueléticas por meio de marcadores de
superficie celular e o desenvolvimento de tecnologias de células Unicas estdo
permitindo a elucidacdo precisa da atividade celular e do destino durante o reparo
0sseo, fornecendo insights importantes sobre os mecanismos que mantém e
regeneram o 0sso durante a homeostase e o reparo. O aumento da compreensao do
desenvolvimento ésseo, bem como do reparo 0sseo normal e anormal, tem
implicacbes terapéuticas importantes para o tratamento de doencas Osseas e
degeneracéo relacionada ao envelhecimento (Yuan et al.; 2024).

Recentemente, descobriu-se que uma nova classe de fatores reguladores
denominados microRNAs (miRNAs) que desempenham um papel crucial no controle
do ciclo celular, apoptose e outros processos celulares, incluindo metabolismo e
diferenciagdo. Dados publicados mostraram que alguns miRNAs regulam a
homeostase dssea, incluindo formacao 6ssea (Zhao et al.; 2013). Nesse contexto, a
engenharia tecidual tem ganhado destaque, especialmente através do uso de
estruturas bicamadas, arcaboucos avancados que replicam a complexidade
heterogénea do o0sso. Desenvolvidas para tratar defeitos 6sseos resultantes de
traumas, infecgOes, fraturas, resseccao de tumores, doengas ou anormalidades
esqueléticas, essas estruturas visam superar as limitacdes dos métodos tradicionais,
como medicacdes, cirurgias invasivas, riscos de infec¢cdo, morbidade no local doador,
reabsorcdo 6ssea imprevisivel e complicacdes associadas ao uso de aloenxertos
(Teimoori et al., 2023; Arriaga et al., 2019).

Alguns estudos discutem aplicacdes baseadas em arcaboucos de biomateriais
com o intuito de fornecer células que expressam miRNAs ou inibidores de miRNAs

com a finalidade de induzir a expresséo do fator de transcri¢ao relacionado ao runt 2



15

(RUNX2) para engenharia de tecido 0sseo (Schulze et al., 2023). Alguns miRNAs/anti-
MiRNAs (entre eles, miRNA-26a, anti-miRNA-31, antimiRNA-34a, miRNA-135, anti-
MIRNA-138, anti-miRNA-146a, miRNA-148b, anti-miRNA-221 e anti-miRNA-335)
foram incorporados em aplicacbes de engenharia de tecido 6sseo baseadas em
arcaboucos e investigados em um modelo de defeito 6sseo de tamanho critico in vivo
(Arriaga et al., 2019; Mayfield et al 2022).

Esses miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA néo codificantes (18 a 24
nucleotideos), capazes de regular a expressao de genes em nivel pés-transcricional
através da degradacdo ou repressdo da traducdo de moléculas-alvo de RNA
mensageiro (mMRNA), podendo degradar a molécula de mRNA ou induzir
silénciamento traducional de mRNAs alvo, afetando assim a proliferagdo celular,
diferenciacéo, apoptose e ontogenia (Bartel, 2004). Estudos aprofundados sobre o
papel dos miRNAs durante a diferenciacdo osteogénica de BMSCs (Bone Marrow
Stem Cell - Células Tronco da medula Ossea) fornecem novas bases tedricas e
experimentais para engenharia de tecido 6sseo e tratamento clinico (Wang et al.,
2019).

Estas vias de sinalizacdo celular interagem entre si durante a diferenciacéo
dos osteoblastos com a participagéo do ativador do receptor do ligante do fator nuclear
kappa- B (RANKL) e muitos ativadores ou repressores transcricionais, dentre eles os
mMiRNAs (Kato et al., 2014). Deste modo, estudos com células e estudos in vivo tém
sido propostos para avaliar como os miRNAs participam destas vias de proliferacéo e
diferenciacédo de osteoblastos (Nakasa et al., 2015; Li et al., 2009). Mediante a esta
complexidade, varios experimentos tém sido feitos para assim, cada vez mais, a
abordagem e tratamento sejam mais efetivos e personalizados (Teimoore et al., 2023).
Os reguladores da formacdo Ossea englobam fatores de transcricdo essenciais
(Runx2/Cbfa-1 e Osterix/SP7) e vias de sinalizacdo importantes como a via da
Proteina Morfogenética Ossea (BMP), de sinalizacdo de Wnt/Wingless (WNT)
canodnica, Notch, via do Receptor ativador do fator nuclear Kb (RANK)-
Osteoprotegerina (OPG) - RANKL entre outras mediadas por cinases e fatores de
crescimento (Zhao et al., 2014). Com base nisso, o0 presente estudo tem por objetivo
avaliar a expressao de genes na presenca de mimicos e inibidores de miR-21, um
mMiRNA que promove a osteogénese, regulador da osteoclastogénese e promotor da

diferenciacéo de osteoclastos in vitro (Hu et al; 2017).
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1.1. REVISAO DE LITERATURA

A formacdo, o desenvolvimento e a reparacdo 6ssea sao temas de grande
relevancia, especialmente diante dos desafios para manter um metabolismo 6sseo
eficaz e promover a regeneracao em situacdes de alta prevaléncia, como fraturas
e doencas 6sseas. O sistema musculoesquelético fornece o arcabouco fisico do
corpo dos mamiferos, servindo como ponto de fixagdo para musculos, tenddes e
ligamentos, e permitindo a locomogdo. Além disso, 0s 0ssos abrigam os
microambientes necessarios para a hematopoiese adulta. Dessa forma, a
capacidade Unica do corpo de reparar 0 0SS0 e restaura-lo a um estado totalmente
funcional ressalta a importancia crucial dos ossos na fisiologia dos mamiferos
(Salhotra et al., 2020).

Os defeitos 6sseos sdo tratados utilizando enxerto 0sseo autégeno —
considerado o padrdo-ouro para cirurgioes — aloenxertos e biomateriais que
apresentam biocompatibilidade e osteointegragéo, permitindo a comunicagao entre
o tecido 6sseo hospedeiro e 0os materiais substituidos. Além disso, empregam-se
as estratégias de osteoconducdo, que se refere a capacidade dos materiais de
serem colonizados por células ésseas e vasos sanguineos do hospedeiro, e de
osteoinducdo, que induz as células-tronco mesenquimais dos tecidos envolvidos a
se diferenciarem em células ésseas (Sheikh et al., 2019). O desenvolvimento 6sseo
ocorre por meio de uma série de eventos sincronos que resultam na formacgéo do
arcabouco corporal. O potencial de reparo do osso e do microambiente ao redor —
incluindo células inflamatorias, endoteliais e de Schwann — persiste durante toda
a vida adulta, permitindo a restauracdo do tecido ao seu estado funcional
homeostatico (Salhotra et al., 2020).

Estudos indicam que inumeros pacientes sofrem de perda éssea, defeitos
0sseos e pseudoartrose devido a traumas, osteoporose, osteoartrite (OA), cancer
e outras doengas. A vanguarda na prevencdo e no tratamento dessas doencas
reside no estudo de como promover a osteogénese e acelerar a formacéo 6ssea
(Dimitriou et al.,, 2011; Tuckermann e Adams; 2021). Pesquisadores tém
desvendado varios mecanismos de sinalizagdo importantes envolvidos na
regulacéo dessas células 6sseas em niveis genéticos e moleculares, incluindo as
principais vias de sinalizacao, como o Notch, BMP e WNT canénica (Tezuka et al.,

2002; Chen, 2004; Hu et al., 2005). E alguns miRNAs exercem sua influéncia por
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meio de uma variedade de vias de sinalizacdo, como TGF-B/SMAD e Wnt/3-
catenina (Xiong et al., 2019). Ha evidéncias substanciais até o momento, tanto de
estudos in vitro quanto in vivo, de que o mi-R21 exdégeno pode acelerar com
sucesso a sintese 0ssea nova no contexto de perda éssea devido a lesdo ou
osteoporose. Isso d& suporte a exploracdo de aplicagbes do miR-21 exdgeno na
terapia regenerativa 6ssea no futuro (Subramaniam et al., 2023).

1.1.1 O tecido 6sseo

O desenvolvimento e a formacdo do esqueleto (ossificacdo) ocorrem por
dois processos distintos — ossificacdo intramembranosa e endocondral (Schulze
et al.,, 2023). A ossificacdo intramembranosa, ocorre diretamente no tecido
mesenquimal, onde células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos e
comecam a produzir matriz 6ssea, processo comum nos 0ssos do cranio e da face,
e a ossificacdo endocondral que ocorre a partir de um modelo cartilaginoso pré-
existente, que é gradualmente substituido por 0sso, como acontece nos 0SS0S
longos (Moore et al., 2004), e nos ossos de articulagbes que suportam carga, e
requerem tecido cartilaginoso pré-formado (Pfeiffenberger et al., 2021)

O osso € composto por cerca de 30% de material organico e 70% de
inorganico. Com um dos sistemas de biomineralizacdo mais complexos. Seus
componentes inorganicos sdo principalmente hidroxiapatita e apatita carbonatada,
respondendo por cerca de 65% da massa total (FZ et al.,, 2009). Dentre os
componentes organicos, aproximadamente 90% sao formados por colageno,
enguanto os 10% restantes consistem principalmente em proteinas ndo colagenas,
lipidios, proteoglicanos, osteopontina e outras proteinas da matriz 6ssea (Wang et
al., 2019; Hu et al., 2019).

Tal como a cartilagem, 0 0sso consiste em células e substancia intercelular
organica - a matriz 6ssea. As células do tecido 6sseo sdo: os ostedcitos, que se
situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que
sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se na sua periferia; e 0s
osteoclastos, células gigantes, moveis e multinuclecadas que reabsorvem o tecido
0sseo, participando dos processos de remodelacéo dos ossos (Figura 1) (Junqueira
e Carneiro, 2012). .
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Figura 1: Distribuicdo das Células Osseas
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Fonte: Zhi et al; 2019

Legenda: Camadas que ilustram o osso lamelar e a atividade celular associada a remodelacéo
Ossea, presenca de ostedcitos em lacunas 6sseas, células osteoprogenitoras, osteoblastos e
osteoclastos atuando sobre a matriz dssea dissolvida. A borda enrugada indicando a acéo
osteoclastica.

O osso € um 6rgao multifacetado que consiste em varios tecidos, como 0 0SS0
cortical e 0 0sso esponjoso com o compartimento da medula e o periosteo. Cada
tecido é composto por uma série de células diferenciadas e precursoras (Bauer et
al., 2000). Juntas formam um 6rgdo complexo com papéis fisioldgicos importantes
dentro do corpo. As propriedades biomecanicas do sistema esquelético
desempenham um papel crucial no suporte estrutural, na sustentacéo de carga
para movimento e na protecao fisica dos orgaos internos. Aléem das funcdes de
armazenamento mineral e homeostase do calcio, o 6rgdo 6sseo tem importantes
funcbes hematopoiéticas e imunologicas como o local de geracdo de células
sanguineas e diferenciacdo de células imunes (Takayanagi et al., 2004).

A homeostase do sistema esquelético esta na dependéncia de uma
remodelacéo equilibrada, ou seja, da dinamica balanceada entre a atividade dos
osteoblastos células de formacdo Ossea, e osteoclastos, células de reabsorgédo
Ossea. Este balango é firmemente controlado por alguns sistemas regulatérios,
como o sistema imune. Um balanco desfavoravel pode acarretar reabsorcdes

patolégicas, como nas periodontites, artrites reumatoéides e doencas osteoporoéticas
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(Sims et al., 2008). A mineralizagdo comecga com o osteoblasto formando vesiculas
especializadas ligadas a membrana, chamadas vesiculas da matriz, dentro de seu
citoplasma, contendo enzimas como fosfatase alcalina, ions como calcio e fosfato
e outras moléculas necessarias para a mineralizacdo. Pequenos aglomerados
minerais amorfos, que servem como locais de nucleagdo para a formacéo de
cristais de hidroxiapatita, séo liberados no espaco extracelular, onde continuam a
crescer, alinhar-se e integrar-se as fibras de colageno do osteoide. ions de calcio e
fosfato da corrente sanguinea séo depositados na estrutura de colageno, formando

cristais de hidroxiapatita (Subramaniam et al., 2023).

1.1.2. As células do tecido 6sseo

1.1.2.1. Os Osteoblastos

Os osteoblastos secretam o colageno tipo | como proteina mais abundante
da matriz extra celular, compreendendo cerca de 10% da massa 6ssea. Duas
cadeias de procolageno a1 (codificadas pelo gene COL1Al ) e uma cadeia a2
(COL1A2) sdo automontadas em uma hélice tripla, que sao estado alinhadas lado a
lado e longitudinalmente, reticuladas e, finalmente, construidas em fibras de
colageno (Ito e Nagata; 2021). Durante a ossificacdo, 0 mesénquima se condensa
e se torna altamente vascularizado, permitindo a diferenciacdo de algumas células
em osteoblastos, que iniciam a deposicdo da matriz 6ssea ndao mineralizada,
chamada tecido osteoide. Posteriormente, o fosfato de célcio se incorpora a matriz,
promovendo sua mineralizacdo. Os osteoblastos interagem ativamente com
osteoclastos e osteocitos, desempenhando um papel fundamental na manutengéo
da massa 6ssea (Grigoriadis et al.,1988; Capulli et al., 2014). Os osteoblastos,
exibem um citoplasma abundante em reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho
de Golgi, estruturas indispensaveis para a sintese, modificacdo e secrecdo das
proteinas que compdem a matriz 6ssea. Esses osteoblastos depositam
predominantemente colageno tipo | (espinha dorsal da matriz organica), além de
outras proteinas ndo colagénicas, tais como Osteocalcina (OCN) Osteopontina
(OPN) e outras proteinas sialoproteicas, que desempenham funcdes essenciais na
mineralizacdo e regulacdo do metabolismo 6sseo (Florencio et al., 2015). Os
osteoblastos derivam de células-tronco mesenquimais (CTMs) que residem na
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medula 6ssea. O desenvolvimento dos osteoblastos requer a ativagdo da
sinalizagao Wnt/B-catenina e a expresséao de varios fatores de transcricdo mestres,
incluindo o Runx2, osterix (Osx) e 0 homeobox 5 Distal-less (DLX5) (Hill et al., 2005;
Yoshida et al., 2002). Essa diferenciacdo osteogénica € controlada por diferentes
fatores moleculares, principalmente pertencentes as vias das BMPs. Essa célula
osteoprogenitora torna-se, entdo, um pré-osteoblasto, seguindo a transcricdo de
genes osteogénicos precoces, como a fosfatase alcalina (ALP) e a COL1A1l, cuja
expressao € entdo mantida durante toda a vida dos osteoblastos maduros, além de
outros marcadores osteoblasticos comuns, como OPN, sialoproteina Il 6ssea (BSP
II- do inglés Bone sialoprotein) e OCN. Apds deposicdo 0ssea pelos osteoblastos,
havera trés destinos possiveis: (1) sofrer apoptose; (2) tornar-se células de

revestimento 6sseo; ou (3) tornar-se ostedcitos (Ponzetti et al., 2021).

1.1.2.2. Os Ostedcitos

Os ostedcitos estdo localizados dentro de lacunas circundadas por matriz
O0ssea mineralizada, onde apresentam morfologia dendritica, os ostedcitos séo
derivados da linhagem de MSCs por meio da diferenciacdo de osteoblastos. Nesse
processo, quatro estagios reconheciveis foram propostos: ostedcito-osteoide, pré-
ostedcito, ostedcito jovem e ostedcito maduro (Florencio et al; 2015).

A comunicacao entre células também é realizada por um fluido intersticial
que flui pelos canaliculos dos ostedcitos. Essa rede é essencial na coordenacao da
resposta do 0sso aos sinais mecanicos e biologicos (Civitelli et al., 2008),
diferentemente dos osteoblastos e osteoclastos, que foram definidos por suas
respectivas fung¢des durante a formacéo e reabsorcdo 0ssea, 0os osteocitos foram
definidos apenas por sua morfologia e localizagéo. Durante décadas, devido as
dificuldades em isolar os ostedcitos da matriz 6ssea, levou-se a nocao erronea de
gue essas células seriam células passivas, e suas funcdes foram mal interpretadas
(Boyce e Xing, 2008).

Uma vez que ocorre a mineralizagdo do osteoide, a ultraestrutura do
ostedcito passa por novas mudancas, com reducéo do reticulo endoplasmatico e
do aparelho de Golgi, o que corresponde a uma diminuicdo na sintese e secrecao
de proteinas. Neste estagio, muitos dos marcadores previamente expressos nos

osteoblastos, incluindo OCN, BSPII, colageno tipo | e ALP, estdo regulados
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negativamente ou silenciados, enquanto os marcadores dos ostedcitos, como a
proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1) e Sost, encontram-se em niveis elevados
(Capulli et al., 2014).

De fato, demonstrou-se que a apoptose dos ostedcitos € um evento
regulador para a formacéo dos osteoclastos. Essa apoptose ocorre em condigdes
especificas, principalmente apds a menopausa ou sob condi¢des patoldgicas, como
microfraturas, estando intimamente associada ao aumento da reabsorcao 0ssea.
Deste modo, ostedcitos apoptoticos expressam niveis mais elevados de fatores que
promovem a osteoclastogénese, como RANKL, TNF-alfa, IL-6 e IL-1, em
comparacao com ostedcitos normais (Franz-Odendaal et al., 2006).

E sabido também que ostedcitos maduros embutidos na matriz secretam
seletivamente esclerostina, o produto do gene Sost, que antagoniza varios
membros da familia de proteinas BMP e se liga a LRP5/LRP6, prevenindo a
sinalizagdo Wnt candnica (Bellido et al., 2005), evitando assim a osteoclastogénese
(Figura 2). Um estudo recente concluiu que a integrina a5 € essencial para a
resposta osteogénica dos ostedcitos a carga mecanica, sua auséncia compromete
a sobrevivéncia osteocitica, reduz a atividade osteobléstica endosteal e atenua a
sinalizagdo via B-catenina, indicando seu papel central na mecanotransducao

Ossea.
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Figura 2: Mecanismo dos Ostedcitos na remodelagdo 0ssea.
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Legenda: Ostedcitos apoptoticos podem iniciar a remodelacdo éssea enviando sinais para células
de revestimento, que se retraem da superficie 6ssea para formar uma estrutura chamada
compartimento de remodelagdo 6ssea (BRC). Os precursores de osteoclastos séo transportados
para o BRC pelos capilares da medula, diferenciam-se em osteoclastos maduros sob a influéncia
de citocinas pré e anti-osteoclastogénicas (RANKL, M-CSF e OPG) derivadas de ostedcitos e
iniciam a remodelacdo 6ssea. Os precursores de osteoblastos da medula 6ssea ou da circulagao
diferenciam-se em células maduras sintetizadoras de osso em resposta a fatores liberados da matriz
Ossea pela reabsorcao. A diferenciacao e a funcao dos osteoblastos sédo controladas por moléculas
derivadas de ostedcitos, incluindo esclerostina e Dkk1.

1.1.2.3. Os Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células multinucleadas terminalmente diferenciadas,
que se originam de células mononucleares da linhagem de células-tronco
hematopoiéticas, sob a influéncia de varios fatores (Florencio et al., 2015). Em
resposta a varios hormoénios de reabsorcdo 6ssea, 0s osteoblastos/células
estromais produzem as citocinas essenciais o0 M-CSF (fator estimulador de
colénias de macrofagos) e RANKL (Sims et al., 2008). O M-CSF e o RANKL séo
fatores-chave para a diferenciacéo e funcéo dos osteoclastos. O M-CSF € um fator
de crescimento essencial para a diferenciacao e sobrevivéncia de células mieloides
(Mun et al., 2020). RANKL, um membro da familia TNF, induz a diferenciacgéo,

sobrevivéncia, fuséo e ativagéo dos osteoclastos (Matsumoto et al., 2004).
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Os osteoclastos tém o papel de manter a homeostase da matriz éssea
durante o desenvolvimento e a remodelagdo esquelética, e assim devem atender
eficientemente as suas demandas energéticas para reabsorcdo 0ssea dentro de
sua vida util relativamente curta e dissolver os componentes inorganicos e
organicos da matriz 6ssea, aderindo firmemente a superficie 6ssea (Deng et al.,
2024). Os citoesqueletos dos osteoclastos criam um microambiente isolado entre a
membrana plasmatica das células e a superficie 6ssea, onde o mineral da matriz &
mobilizado pelo meio acido e a matriz organica € degradada pela protease
lisossomal, catepsina K (Arriaga et al., 2019). Por esse mecanismo de selamento e
secrecao, eles degradam simultaneamente a matriz e dissolvem o mineral do 0sso,
ao mesmo tempo em que protegem as células vizinhas dos efeitos nocivos do HCI.
A sinalizacao mediada por RANKL e integrina da matriz 6ssea ativa 0s osteoclastos
(Teitelbaum et al., 2006). Deste modo, o gene RANKL é um fator crucial para a
osteoclastogénese e é expresso por osteoblastos, ostedcitos e células estromais.
Quando RANKL se liga ao seu receptor RANK nos precursores dos osteoclastos, a
osteoclastogenese € induzida (Sodek e Mckee, 2000).

Por outro lado, outro fator chamado OPG, que é produzido por uma ampla
gama de células, incluindo osteoblastos, células estromais e fibroblastos gengivais
e periodontais se liga ao RANKL, impedindo a interagdo RANK/RANKL e,
conseqguentemente, inibindo a osteoclastogénese (Boyce e Xing, 2008). As células
osteoclasticas desempenham um papel crucial na remodelacdo o6ssea ao
reabsorver as por¢gdes de 0sso que se encontram danificadas ou que precisam ser
substituidas para manter a integridade estrutural. Essa acdo de reabsorcéo,
coordenada com a formacéao de novo 0sso pelos osteoblastos, garante que o tecido
0sseo se adapte as exigéncias mecanicas e bioldgicas impostas ao longo da vida
(Sodek e McKee, 2000).
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1.1.3. A formacéo e aremodelacdo 6ssea

A diferenciacdo em direcdo a linhagem osteogénica € controlada por
diferentes fatores moleculares, principalmente pertencentes as vias das BMPs,
onde células osteoprogenitoras comuns, se tornam ainda mais diferenciadas ap6s
a ativacao de fatores transcricionais osteogénicos, como RUNX2, Osterix e DLX5.
Essa célula osteoprogenitora torna-se, entdo, um pré-osteoblasto, seguindo a
transcricdo de genes osteogénicos precoces, como ALP e COL1A1, cuja expressao
€ entdo mantida durante toda a vida dos osteoblastos maduros, além de outros
marcadores osteoblasticos comuns, como OPN, sialoproteina Il 6ssea (BSP IlI- do
inglés Bone sialoprotein) e OCN (Ponzetti et al., 2021). A sinalizacdo canbnica
Whnt/B-catenina fornece um microambiente osteogénico para BMSCs (Lei; 2018). A
via Wnt/ycatenina é frequentemente referida como o caminho candnico que
promove a determinacado do destino celular, a proliferacéo e sobrevivéncia, através
do aumento dos niveis da y-catenina e da expressdo génica pelo fator de
transcricao Frizzled (Lef/Tcf). A ativacéo desta via de sinalizacdo intensificador
linfoide/T ocorre com a ligagéo de Wnt a Frizzled (Krishnan et al., 2006).

Durante a sequéncia de proliferacao celular da osteogénese, RUNX2 regula
a expressao de genes que codificam osteocalcina, Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF), RANKL, esclerostina e Osterix (Qin et al., 2022). E a
diferenciagcdo de osteoblastos requer a atividade de fatores de transcricdo
especificos. Esses fatores de transcricdo sdo expressos e funcionam em pontos de
tempo distintos durante o processo de diferenciacdo, definindo assim varios
estagios de desenvolvimento da linhagem de osteoblastos (Long, 2012). Diversos
fatores, sejam eles paracrinos, autécrinos ou enddécrinos, influenciam o
desenvolvimento e a maturacdo dos osteoblastos. Entre esses, destacam-se as
BMPs, os fatores de crescimento (como FGF e IGF), os fatores angiogénicos (por
exemplo, endotelina-1, além de hormdnios como o partorménio (PTH) e agonistas
de prostaglandina. Esses elementos modulam a diferenciagdo dos osteoblastos e,
em especial, a acdo do PTH e das BMPs esta fortemente vinculada a ativacao das
vias de sinalizacdo Wnt (Hauge et al., 2001).

A remodelacdo 6ssea mantém a resisténcia éssea e a homeostase mineral-
calcica, e envolve células 6sseas, incluindo osteoclastos reabsorventes de 0sso,

osteoblastos formadores de 0sso, ostedcitos e células de revestimento 6sseo
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(Hauge et al., 2001). Sendo assim, um processo altamente complexo pelo qual o
0SS0 antigo € substituido por osso novo, em um ciclo composto por trés fases: (1)
inicio da reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos, (2) a transicdo (ou periodo de
reversao) da reabsorcao para a formacdo de novo 0sso e (3) a formacao 0ssea
pelos osteoblastos (Sims et al ., 2008).

Estudos mostram a atividade das prostaglandinas no tecido 6sseo pela
manutencao do equilibrio da remodelacdo O0ssea e suas reacdes a mediadores
humorais e estresse mecanico (Lisowska et al.,2018). Sdo conhecidas como
metabdlitos do acido araquidénico, atuando por meio de receptores de membrana
especificos e desempenhando um papel importante na regulacdo das funcdes dos
osteoblastos e osteoclastos (Blackwell et al., 2010). A prostaglandina PGEZ2, com
seus quatro receptores definidos (EP1R, EP2R, EP3R e EP4R), é crucial para
manter o turnover 6sseo equilibrado (Hata et al.,, 2004). A maioria dos dados
confirmam que, entre as prostaglandinas, a PGE2 participa de todos 0s processos
de resposta ao trauma, incluindo homeostase, inflamacdo e cicatrizacdo, e
desempenha um papel fundamental na fisiologia 6éssea (Lisowska et al.,2018).

Uma vez que os osteoblastos terminam seu trabalho de depor o osso onde
ele € necessario, eles tém trés destinos possiveis: (1) sofrer apoptose; (2) tornar-
se células de revestimento 0sseo; ou (3) tornar-se ostedcitos (Ponzetti et al., 2021)
(Figura 3).
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Figura 3: Diferenciacéo Celular
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Legenda: Destino de células-tronco mesenquimais, que podem se diferenciar em adipécitos,
condrdcitos ou, via osteocondroprogenitores, em osteoblastos. A progressdo para pré-osteoblasto
€ regulada pelos fatores de transcricdo OSX, RUNX2 e DLX5. Osteoblastos expressam marcadores
como ALP, COL1Al1l, OPN e BSP2. O destino final dos osteoblastos inclui apoptose,
transdiferenciagdo em células de revestimento 6sseo ou diferenciagdo em ostedcitos.

1.1.4. Genes relacionados a formacéo e a remodelacéo 6ssea

1.1.4.1. Fosfatase Alcalina (ALP)

A ALP é uma ectoenzima ancorada em glicosilfosfatidilinositol que catalisa a
hidrolise de varios compostos de éster de fosfato em fosfato inorgéanico (P i) e alcool
(Komori et al., 1997). A fosfatase é codificada pelo gene ALPL expresso ricamente
no 0sso, figado e rim, mas também no sistema nervoso central, fibroblastos e tipos

de células endoteliais (Weiss et al., 1988). Esses genes sdo usados como



27

marcadores de osteoblastos e indicadores de formacao dssea, pois sédo fortemente
expressos em osteoblastos e vesiculas da matriz no osso. A diferenciacdo de
osteoblastos a partir de células-tronco mesenquimais é induzida pelo RUNX2.
Esses osteoblastos regulam a calcificacdo O0ssea secretando componentes da
matriz extracelular, como colageno tipo | e OCN, e modulam a concentracéo local
de fosfato via TNAP (Fosfatase Alcalina Nao Especifica de Tecido). Durante sua
maturacdo, os osteoblastos liberam vesiculas de matriz que acumulam Ca2* e Pi,
iniciando a formacao de hidroxiapatita. Em uma segunda fase, a liberacao desses
cristais promove a continuidade da mineralizacao, sendo a ALP essencial para ao
hidrolisar PPi em Pi (Millan et al., 2012).

Em um estudo com o objetivo de investigar os efeitos do miR-21 na funcéo
dos osteoblastos foi observado um aumento da atividade ALP e
mineralizacdo acelerada da matriz foram observados em células MC3T3-E1 pré-
osteoblastos de camundongos em comparagcdo com O grupo de nao inducao
(controle). O miR-21 regula positivamente a diferenciacao e a mineralizacdo osséa
(Oka et al., 2019). Em um estudo que se buscava investigar os efeitos do miR-21
na funcdo dos osteoblastos foi observado o aumento da atividade da ALP e
mineralizacdo acelerada da matriz em células MC3T3-E1 pré-osteoblastos de
camundongos, em comparac¢ao com o grupo de nao inducao (controle) (Oka et al.,
2020).

1.1.4.2. Colageno tipo 1

O colageno é a proteina estrutural mais abundante encontrada em humanos
e mamiferos, particularmente na matriz extracelular (MEC). Sua funcao priméaria é
manter o corpo unido. A superfamilia de proteinas do colageno inclui mais de 20
tipos que foram identificados. No entanto, o coldgeno tipo | é o principal componente
em muitos tecidos (Amirrah et al., 2022) (Figura 4). Os tecidos 0sseos tém mais de
90% de colageno tipo | com uma pequena quantidade de colageno tipo V com
cristais de hidroxiapatita (HA) ancorados pela estrutura de colageno (Fedarko et al.,
2013). O colageno mineralizado é a unidade elementar do 0sso e é responsavel
por suas propriedades mecanicas unicas; a combinacdo sinérgica de estrutura
mineral inorganica rigida acoplada a uma rede de colageno mais deformavel e

macia (Olamma et al., 2009). No 0ss0, a rede de colageno com cristais de HA forma
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um composto altamente complexo e intimamente entrelacado, ordenado, que é
organizado em lamelas, ou camadas, que tém apenas alguns microns de
espessura. A estrutura de colageno é predominantemente fibrilas de colageno tipo
| em tramas concéntricas de matrizes 3D elaboradas, e os cristais de HA ancorados
tém 28 nm de largura, 50 nm de comprimento e 2 nm de espessura (Cui et al.,
2007). O colageno mineralizado, é constituido principalmente por cristais a base de
fosfato de calcio, que no osso sdo encontrados consistindo principalmente de ions
de calcio e fosfato, com tracos de ions de magnésio, carbonato, hidroxila, cloreto,
fldor e citrato (Cui et al., 2007). O osso € formado por osteoblastos que secretam
osteoide (Robin et al.,, 2024), neste processo RUNX2 é um dos fatores de
transcricdo precoce mais importantes responsaveis pela diferenciacéo
osteoblastica (Karsenty 2003, Wu et al., 2016). A expressao de RUNX2 depende
da sinalizacdo Wnt, que leva a altos niveis de [(-catenina em MSCs. Por sua
vez, RUNX2 induz a expressao posterior do gene do fator de transcricdo Osterix,
também envolvido na diferenciacdo de MSCs em osteoblastos. Esta célula
osteoprogenitora comprometida torna-se entdo um pré-osteoblasto, seguindo a
transcricdo de genes osteogénicos iniciais, como a ALP e a cadeia de colageno 1a1
(COL1A1), cuja expressao é entdo mantida durante toda a vida dos osteoblastos
maduros (Ponzetti et al., 2021). ApoOs a diferenciacdo completa, os osteoblastos
produzem uma MEC fibrilar rica em colageno tipo | ndo mineralizada: o osteoide
(Karaplis et al; 2008).

Existem etapas bem conhecidas dependentes de enzimas da formacgé&o de
colageno que sédo reguladas por miRNA especifico de tecidos, visando o
MRNA COL1AL1 e varios outros fatores de codificacdo de mRNA relevantes para a

formacao de colageno (Cava et al., 2019)
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Figura 4: Fontes de colageno tipo | e contetdo aproximado em cada tecido.
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Legenda: ilustracéo do contetdo aproximado de coldgeno tipo | em tecidos especificos isolados da
pele, osso, tendéao e cartilagem. O potencial clinico desses colagenos esta ganhando precedéncia,
particularmente em tecidos 6sseos e cutaneos

1.1.4.3. A Osteoprotegerina (OPG)

A OPG também denominada de TNFRSF11B, foi identificada inicialmente
durante esforgos para descobrir homoélogos do TNFRSF em ratos. Posteriormente,
0os homologos de OPG em humanos e camundongos foram identificados,
apresentando uma homologia superior a 85% (Simonet et al., 1997; Walsh et al.,
2014). A alta massa 0Ossea nos camundongos foi associada com reducdes
acentuadas no numero e na atividade dos osteoclastos. A proteina foi entdo
denominada “osteoprotegerina” (Rodan et al.,1986). A OPG ¢é expressa
principalmente por células estromais da medula 6ssea, mas pode ser induzida em

linfécitos B, DCs e DCs foliculares (Yun et al., 1998). Ela é formada por sua vez,
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pelos osteoblastos quando estes reagem com citocinas, como o estrogénio, o fator
de transformacé&o de crescimento beta (TGF-f), e as BMPs. A OPG ainda pode ser
produzida em células do ligamento periodontal, em fibroblastos gengivais e em
células epiteliais (Pereira et al., 2011). A OPG é altamente expressa na placenta e
em outros 6rgaos, incluindo a pele, pulméo, figado, artérias e trato gastrointestinal,
tanto em niveis de mRNA, quanto de proteina (Simonet et al., 1997). O
silenciamento da OPG em células osteoblasticas leva a osteopenia grave sem
afetar a OPG sérica (Tsukakasi et al., 2020). Esta proteina é um receptor que se
liga a0 RANKL competindo com o RANK. A frequéncia de OPG produzida regula a
massa 6ssea, pelo que uma alta frequéncia de OPG faz com que o RANKL esteja
menos disponivel para ligacdo com o RANK e favorecendo assim o aumento da
massa 6ssea, enquanto uma baixa frequéncia de OPG faz com que o RANKL se
torne mais disponivel para a ligagdo com o RANK favorecendo a reabsorcéo e
diminuicdo da massa 6ssea (Baud'huin et al., 2007; Narducci e Nicolin, 2009; Duart
et al., 2009).

1.1.4.4. O fator de transcrigéo relacionado ao runt 2 (RUNX2)

RUNX2 é um membro da familia RUNX de fatores de transcricdo
abundantemente expressos em cartilagem e 0sso calcificados, e € considerado um
interruptor regulador mestre essencial para a diferenciacdo osteoblastica (Arvidson
et al., 2011). O fator de transcricdo RUNX2 é expresso na célula mesenquimal
pluripotente inicial antes de expresséo do fenotipo osteoblastico e aumenta durante
a diferenciacdo osteoblastica, consistente com seu papel genético na maturacéo
do fendtipo de osteoblasto (Banerjee et al., 1997; Komori et al., 1997). A atividade
de RUNX2 promove a diferenciacao osteoblastica, e contribui para a regulacdo da
renovacdo Ossea, favorecendo a expressdo de osteoprotegerina (OPG), uma
molécula secretada pelos osteoblastos que inibe a formacdo e ativacdo dos
osteoclastos (Thirunavukkarasu et al., 2000). A haploinsuficiéncia de Runx2 em
camundongos ou RUNX2 em humanos levou a claviculas hipoplasicas e
fechamento tardio das fontanelas, defeitos que sdo caracteristicos da displasia
cleidocraniana em humanos (Lee et al., 1997). Na sinalizacdo WNT dependente da
B-catenina, o processo inicia quando proteinas WNT se ligam aos seus receptores
Frizzled e aos co-receptores LRP5 ou LRP6. Essa ligacdo impede a degradacao


https://www.cell.com/cell-reports/fulltext/S2211-1247(20)31113-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS221112472031113X%3Fshowall%3Dtrue

31

da B-catenina, fazendo com que ela se acumule dentro da célula. A B-catenina
entdo migra para o nucleo e ativa a transcricdo de genes relacionados a
osteogénese. Como resultado as células expressam RUNX2 e OSX formando
osteoblastos maduros, essenciais para a formacdo éssea (Long, 2012). Em um
estudo recente, demonstraram que RUNX2 regula positivamente a expresséo do
gene Fam102a por meio de sua ligacdo a uma regiao intensificadora (enhancer), e
nao ao promotor classico. A superexpressdo de Faml02a em pré-osteoblastos
MC3T3-E1 resultou em aumento da expressédo de SP7 (Osterix) e promocéo da
diferenciacdo osteoblastica. Em contrapartida, a inibicdo de Faml102a levou a
reducdo de SP7 e a inibicdo do processo de osteoblastogénese. Além disso, a
delecao dos sitios de ligacdo de RUNX2 na regido intensificadora aboliu a ativacéo
transcricional de Fam102a, evidenciando que sua expresséo depende diretamente

da acdo de RUNX2 (Yamashita et al; 2025).

1.1.4.5. O Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)

A descoberta do sistema RANKL/RANK/OPG na regulacédo da reabsorcao
0ssea, em meados da década de 1990, levou a grandes avangcos em nossa
compreensao de como a modelagem e a remodelacéo 6ssea séo reguladas (Boyce
et al.,, 2008). RANKL existe como uma proteina homotrimérica e € tipicamente
ligada a membrana em células T osteoblasticas e ativadas ou é secretada por
algumas células, como células T ativadas (Takayanagi et al., 2007). A maioria dos
fatores conhecidos por estimular a formacéo e atividade de osteoclastos induz a
expressdo de RANKL por células estromais osteoblasticas. No entanto, RANKL
também € altamente expresso em linfonodos, timo, glandulas mamarias e pulméao
e em niveis baixos em uma variedade de outros tecidos, incluindo baco e medula
ossea (Kearns et al., 2007).

A funcdo principal da proteina RANKL é estimular a diferenciacdo dos
osteoclastos e inibir a apoptose dos mesmos (Mine et al., 2010). RANKL pode ser
denominada de diferentes formas na literatura, tais como: citocina relacionada com
o TNF, indutora de ativacdo (TRANCE), ligante da osteoprotegerina (OPGL), fator
de diferenciacdo dos osteoclastos (ODF) (Baud'huin et al., 2007). E uma proteina
de membrana do tipo I, que se expressa na superficie de osteoclastos e em células
dendriticas facilitando a sinalizacao imunolégica (Pereira et al., 2011). A ligacao de
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RANKL a RANK resulta no recrutamento de uma proteina adaptadora conhecida
como TRAF 6 (fator 6 associado ao receptor de TNF) para locais especificos dentro
do dominio intracelular de RANK. TRAF 6 atua como um segundo mensageiro para
ativar varias vias de proteina quinase, bem como fatores de transcri¢ao, incluindo
fator nuclear-B (NF-B). O NF-B ativado transloca-se para o nucleo e regula
positivamente a expressao de c-fos, que entdo interage com o fator nuclear de
células T ativadas (NFAT)-cl induzindo a osteoclastogénese (Kearns et al., 2009).
A triade molecular OPG, RANK e RANKL apresenta o seguinte consenso, a OPG
atua como um receptor chamariz, ligando-se a RANKL e impedindo que ela se
conecte e ative 0 RANK. Essa inibicdo resulta na rapida interrupcao da formacéo,

fixacdo, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos (Schneeweis et al; 2005).

Figura 5: Osteoclasto e crosstalk.
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Legenda: Os osteoclastos sédo gerados pela maturacéo e fusdo de células mieloides residentes e
precursoras circulantes, estas Ultimas derivadas da circulac@o. A molécula de sinalizacao limitante
da taxa de fusdo é a RANKL, liberada principalmente por ostedcitos e osteoblastos, derivadas de
células precursoras esqueléticas frequentemente perivasculares. A RANKL precisa exceder a acao
antagonista da osteoprotegerina (Opg). Pré-osteoclastos ndo fundidos séo gatilhos essenciais da
angiogénese via PDGF-B, enquanto osteoclastos maduros foram sugeridos para facilitar a
angiogénese pela degradac¢do da matriz extracelular.
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A remodelacdo O6ssea é um processo que depende do equilibrio entre a
formacao O6ssea pelos osteoblastos e a reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos. O
eixo RANK/RANKL/OPG desempenha papel central nesse equilibrio, (Feng e
McDonald; 2011). Os miRNAs foram identificados como reguladores importantes
deste eixo. Em particular, o0 miR-21 tem sido associado ao aumento da atividade
osteoclastica, promovendo a expressdo de RANKL e reduzindo a expressao de
OPG em condi¢cdes patolégicas, como a osteoporose e a reabsor¢cdo 0ssea em

multiplos mielomas (Hu et al., 2017; Pitari et al., 2015).

1.1.5. Os MicroRNAs (miRNASs)

A descoberta de microRNAs (miRNAs) em 1993, seguida por
desenvolvimentos e descobertas na biologia de pequenos RNAs, redefiniram o
cenario biologico, alterando significativamente os dogmas de longa data que
definiam a regulacdo genética (Bhaskaran et al., 2014). Estes pequenos RNAs
desempenham um papel significativo na modulacdo de uma série de processos
fisiologicos e patologicos que vao desde o desenvolvimento embrionario até a
progressdo neoplasica. Assinaturas Unicas de miRNA de véarias doencas
hereditarias, metabdlicas, infecciosas e neoplasicas acrescentaram uma nova
dimensao aos estudos que analisam a sua patogénese e destacam o seu potencial
para serem biomarcadores fidveis (Bhaskaran et al., 2014).

MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs endbégenos de ~22 nucleotideos que
podem desempenhar papéis reguladores importantes em animais e plantas.
Embora tenham passado despercebidos até recentemente, os mMIRNAs
compreendem uma das classes mais abundantes de moléculas reguladoras de
genes em organismos multicelulares e provavelmente influenciam a producéo de
muitos genes codificadores de proteinas (Bartel et al., 2004). Os miRNAs podem
atuar intracelularmente ou ser secretados ativamente pelas células e contribuir para
a comunicacéao intercelular ou célula-tecido. Eles ligam as regibes 3-UTR nos
MRNAs e promovem a repressdo ou degradacdo translacional com base,
respectivamente, em suas complementaridades imperfeitas ou perfeitas com o
MRNA alvo (Monti, 2022). Os miRNAs séo transcritos como longos transcritos
primarios (pri-miRNAs) cuja maturagdo ocorre através de eventos de

processamento sequencial: o processamento nuclear dos pri-miRNAs em
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precursores de ~ 70 nucleotideos (pré-miRNAS) e o processamento citoplasmatico
de pré-miRNAs em miRNAs maduros (Lee et al., 2002).

Estas moléculas sdo principalmente transcritas pela RNA polimerase Il como
precursores de moléculas de miRNA primario (pri-miRNA) . Em animais a primeira
etapa de processamento, ocorre no nucleo onde a RNase Ill Drosha atua sobre os
pri-mRNAs gerando um pré-miRNA, um pequeno duplex de RNA de ~ 65-70
nucleotideos com formato hairpin (Figura 6). Esta acdo pode ser facilitada por
proteinas de processamento de RNA, como a hnRNP Al. Os pré-miRNAs sao
entdo exportados para o citoplasma por um complexo receptor de transporte
nuclear, exportina-5 — RanGTP onde s&o processados pelo Dicer em miRNAs
maduros de ~ 22 nt (duplexes de miRNA-miRNA*, onde o miRNA é o antisense, ou

fita guia / madura, e o miRNA* é o sentido, ou fita passageira) (Gomes, 2013).
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Figura 6: Biogénese do MicroRNA.
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Legenda: O processamento de microRNAs inicia-se com transcricdo de seu gene pela RNA
polimerase Il, gerando um longo transcrito primario (pri-miRNA). A enzima Drosha cliva o pri- miRNA
no ndcleo produzindo o pré-miRNA. O pré-miRNA contendo aproximadamente 70 nt é transportado
ao citoplasma pela exportina-5. Uma vez no citoplasma, o pré - miRNA é processado pela RNase
I, Dicer, gerando um miRNA fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. A fita antisense é
incorporada a um complexo de enzimas denominado RISC que guia a fita até o0 mRNA. Fonte:
Lawrie, 2013.

Existem duas formas que podem ser utilizadas para modular a atividade de
um miRNA. A primeira é a transfeccdo para transportar o miRNA terapéutico para
dentro da célula de interesse (Davidson; McCray, 2011), cujo objetivo é conseguir
as mesmas funcdes bioldgicas dos miRNAs enddgenos. A segunda forma consiste
em inibir a funcdo de um miRNA usando oligonucleotideos antisenso quimicamente
modificados promovendo afinidade de ligacdo, bioestabilidade e propriedades

farmacocinéticas adequadas, conhecidos como antimiRs (Ebert e Sharp, 2010).
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1.1.6. MicroRNAs na Osteogénese

Os miRNAs regulam a expressdo génica, controlando a formacdo Ossea
dependente de osteoblastos e a remodelacédo 0ssea relacionada aos osteoclastos
(Ny, 2020). Varios estudos demonstraram que os miRNAs desempenham um papel
importante na diferenciacdo osteogénica das BMSCs (Wang et al., 2019). Foi
demonstrado por exemplo que o miR-2861 promove a diferenciagao de
osteoblastos, suprimindo a expresséo da histona desacetilase 5 (HDACS5) no nivel
pos-traducéo, contribuindo para a formacgéo 6ssea (Li et al., 2009). Outros miRNAs
estdo envolvidos no processo de osteogénese como como miR-29, miR-125b, miR-
140 e miR-133a (Mizuno et al., 2008; Miyaki et al., 2010). Com objetivo de fabricar
um novo nanomaterial, e a fim de investigar seu potencial valor de aplicagcdo no
tratamento de defeitos 6sseos irregulares, foram utilizadas nanoesferas de silicato
de magnésio (MSNs) carregadas de microRNA-146a-5p (miR-146a) e assim
fabricar um nanobiomaterial (MSN+miR-146), que demonstrou efeitos na
diferenciacdo osteogénica de células-tronco da polpa dentaria humana (hDPSCs),
concluindo que o complexo MSN+miR-146 ndo s6 promoveu a regeneracao 6ssea
mas também teve um impacto positivo na modulacéo da resposta inflamatdria e na
promocao da diferenciacéo osteogénica (Yang et al., 2024).

Um estudo que procurava identificar os miRNAs com capacidade de regular
0 processo angiogénese-osteogénese, verificou que a superexpressao de miR-26a
em BMMSCs, promoveu a fungcdo osteogénica através da regulagdo positiva no
processo osteogénese-angiogénese in vitro. Ja uma avaliacdo in vivo demonstrou
gue a regulacéo positiva do acoplamento angiogénico-osteogénico usando o miR-
26, promoveu a expressao de miR-26a no defeito 0sseo e no tecido circundante
de maneira controlada e sustentada, melhorando significativamente a
vascularizacéo e a formacao de osso (Lietal., 2013). Foi demonstrado que o miR-
20 aumenta a osteogénese de células mesenquimais 0sseas humanas (hBMSCs)
ao diminuir a sinalizacdo do receptor ativado por proliferador de peroxissoma
(PPARYy) e do inibidor ligado a membrana da activina de BMP (BAMBI). De acordo
com os resultados, os marcadores osteoblasticos BMP2, BMP4, Runx2, Osx, OCN

e OPN estavam elevados (Sriram et al., 2014) .
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1.1.7. O miR-21

O gene hsa-miR-21 esta localizado no cromossomo 17g23.2. O pri-miR- 21
(transcrito primario contendo miR-21) esta situado na regido intrénica do gene
tmem49. O pri-miR-21 é transcrito pelo seu préprio promotor e é finalizado com sua
propria cauda poli(A). O transcrito pri-miR-21 € subsequentemente processado em
miR-21 maduro (Wijnen et al., 2013). O miR-21 promove a osteogénese, assim
como também € um regulador da osteoclastogénese e promotor da diferenciacao
de osteoclastos in vitro (Hu et al; 2011). Em outros relatos, a superexpressao de
miR-21 e miR-29b em células tumorais induziu angiogénese através da regulacao
positiva de fatores de crescimento angiogénicos, como HIF-1la e VEGF (Li et al.,
2013). O miR-21 é um miRNA versatil que esta envolvido em uma variedade de
eventos fisiolégicos e eventos fisioldgicos e patoldgicos. Os niveis de miR-21
aumentam durante a diferenciacdo de células- tronco embrionarias (Gangaraju et
al., 2009).

O crosstalk intercelular entre osteoblastos e osteoclastos é mediado por
miR-21 que controla a resposta da homeostase 6ssea, fornecendo alvos potenciais
para a manutencdo da funcdo dos osteoblastos (Oka et al., 2020) (Figura 7). O
microRNA-21 (miR-21) tem sido identificado como um importante modulador
positivo da osteogénese, atuando sobre vias de sinalizagdo como Wnt/B-catenina
e Smad (Li et al., 2017; Oka et al., 2021). Outro estudo sugere que a ativagao da
via Wnt/B-catenina resulta na estabilizagdo de B-catenina citoplasmatica, que,
translocada ao nucleo, induz a transcricdio de RUNX2, impulsionando a
diferenciacéo de células-tronco mesenquimais em osteoblastos maduros (Gaur et
al., 2010). Estudos recentes reforcam o papel pré-osteogénico do miR-21.
demonstrarando que exossomos derivados de pacientes com traumatismo
cranioencefalico, ricos em miR-21-5p, promovem a diferenciacdo osteoblastica,
mostrando que a supressao do miR-21 comprometeu significativamente a formacao
0ssea, tanto in vitro quanto in vivo, sugerindo seu papel regulador via inibicdo de
Smad7 (Lin et al., 2019). Em um outro modelo experimental, utilizando coelhos, foi
observado que a inibicdo de miR-21 reduziu a ativacéo da via ERK/TGF-B1/Smad
e prejudicou a cicatrizacao de fraturas (Sheng et al., 2019).

Em um estudo sobre o miR-21 na formacdo de osteoblastos, foi relatado

gue este miRNA regula positivamente a diferenciacéo e mineralizacao osteogénica,
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facilitando a expresséo dos principais fatores osteogénicos (ALP, RUNX2, OPN,
OSX e Mef2c) em células MC3T3-E1. E que, uma deficiéncia de miR-21 suprime a
expressao desses fatores, tanto nos niveis de mRNA ,quanto de proteina, indicando

o0 miR-21 como regulador positivo da diferenciacao osteoblastica (Oka et al., 2020).

Figura 7: Inducdo da remodelacdo 6ssea por miR-21.

Fonte: Geng et al., 2020.

Legenda: miRNA-21 na regulagdo da osteogénese e da remodelacdo dssea. O miRNA-21 influencia
positivamente a expressao de genes relacionados a formacgdo éssea, como RUNX2, OCN, OPN,
COL1A1 e CD31, além de modular a expressdo de OPG e RANKL, componentes-chave da via de
sinalizagcdo RANK/RANKL/OPG.

Estudos in vitro indicaram que o miR-21 poderia ndo apenas promover a
diferenciacdo angiogénica e osteogénica de MSCs, mas também aumentar a
atividade osteoclastica. Os resultados imuno-histoquimicos mostraram que o0s
niveis de expressdo de OPG e RANKL aumentaram significativamente com a
adicado de miR-21, indicando uma rapida remodelacdo 0ssea (Geng et al 2020).

Pudemos observar que ha a participacdo do miR-21 atuando diretamente
na osteogénese. Assim, esse estudo se propde a investigacdo da acdo do miR-
21, na modulacdo da expressdo de biomarcadores envolvidos nos fatores

genéticos da osteogénese.



39

2. JUSTIFICATIVA

A regeneragdo e a cicatrizacdo 0ssea constituem processos biolégicos
complexos, caracterizados por fases dinamicas e interdependentes: inflamacéao,
reparo e remodelacao (Oryan et al., 2017). Recentemente, tem havido um interesse
crescente no entendimento dos mecanismos genéticos e epigenéticos que regulam
esses eventos, com destaque para os miRNAs. Os miRNAs vém sendo reconhecidos
por sua versatilidade como biomarcadores de doencas e por seu potencial

terapéutico na modulacao da regeneracao tecidual (Cheng et al., 2017).

No contexto do tecido 6sseo, os miRNAs atuam como reguladores pds-
transcricionais, promovendo a degradacg&o ou a repressao translacional de mRNAs
especificos, modulando a expressdo de genes relacionados a diferenciacédo
osteoblastica, remodelacdo 6ssea e mineralizacdo da matriz (Wijnen et al., 2013).
Dentre eles, destaca-se o miR-21, cuja acdo osteogénica ja foi descrita em diferentes
modelos celulares. Diante disso, este projeto propde avaliar a influéncia dos mimicos
e inibidores de miR-21 na expressao de genes osteogénicos em células SAOS-2. O
entendimento sobre os efeitos moduladores do miR-21 pode indicar caminhos
promissores para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no campo da

medicina regenerativa.

Além da relevancia cientifica, este estudo colabora com o aprimoramento
técnico do grupo envolvido, fornecendo subsidios metodoldgicos para futuras
investigacbes e avanco de tecnologias que poderdo ser aplicadas no

desenvolvimento de biomateriais e terapias celulares.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar a acdo de miR-21 na modulacéao
da expressao de genes relacionados com o processo de osteogénese em uma

linhagem celular derivada de tecido 6sseo.
3.2. Objetivos Especificos

e Realizar atransfeccédo de mimicos e de antagonistas de miR-21 na linhagem

de osteossarcoma, SAOS-2;

¢ Verificar a expresséo de marcadores relacionados com o metabolismo 6sseo
na lihagem SAOS-2 com a utilizacdo de duas concentracdes (25ng e 50 ng)
em dois intervalos de tempo (24h e 48h);

e Verificar se existe correlacdo entre a expressado génica dos marcadores de

metabolismo 6sseo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura de Células

Para esse estudo, foi utilizada uma linhagem de osteossarcoma (SAOS-2)

proveniente da American Type Culture Collection (ATCC - https://www.atcc.org/).

Estas células foram cultivadas em placas de cultura de células contendo 6 pocos,
em presenca de antibidticos, em meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®, Invitrogen™ GmbH,
Karlsruhe, Alemanha) (Govindan et al., 2022) em temperatura de 37°C e a 5% de
CO2. Foram semeadas 5 x10° células em cada poco e no momento da transfeccédo

as células apresentavam 80% de confluéncia.
4.2. Transfec¢cdo com mimicos e inibidores de miR-21

4.2.1. Preparo da solucdo de estoque de mimicos e inibidores de miR-21 para

transfeccdo em SAOS2

Primeiramente, foi preparada uma solugéo de estoque com concentracao de
100 uM de miRNAs mimicos (cat#4464066) e inibidores (cat#4464084) de miR-21
miRVana mimic and inhibitor (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). Cerca de 5 nmol de miRNA mimico e inibidor foi ressuspendido usando 50
ML da agua livre de nuclease, para uma concentracdo final de 100 yM. Essas
solugbes de estoque foram armazenadas a —20°C. Posteriormente, cada solucéo

foi diluida em aliquotas de 10 uM, minutos antes da transfecgéao.

4.2.2. Transfeccao de células de SAOS-2

Nesse estudo foram estabelecidos dez grupos para analise: o primeiro
grupo denominado de grupo controle — continha células SAOS2 que receberam
apenas o reagente de transfeccdo (Lipofectamine RNAIMAX® — ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), o segundo grupo continha as células
que receberam o tratamento com mimico + lipofectamina, e o terceiro grupo
continha as células que receberam o tratamento com o antagonista (inibidor) +
lipofectamina. Todos estes trés grupos foram cultivados em dois intervalos de
tempo (24 e 48h) e em duas concentragOes diferentes (25ng e 50ng) totalizando
10 grupos. Todos os experimentos foram realizados em duplicata (Figura 8).


https://www.atcc.org/
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Figura 8: Representacdo esquematica dos 10 grupos analisados neste estudo.
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Legenda: A linhagem SAQS?2 foi cultivada em placas de 6 pogos (5,0 x106 células por po¢o) em
dez condi¢6es: grupo controle — contendo células SAOS2 apenas transfectadas com lipofectamina;
grupo mimico de miR-21- contendo células SAOS2 transfectadas com mimico de miR-21 e
lipofectamina; e terceiro grupo - grupo inibidor de miR-21 contendo células SAOS? transfectadas
com inibidor de miR-21 e lipofectamina. Essas células foram cultivadas em dois intervalos de
tempo (24 e 48 horas) e em duas concentragdes diferentes de mimicos/inibidores (25 ng e 50ng).

4.3. Analise de marcadores relacionados ao metabolismo 6sseo
4.3.1. Extracdo do RNA total

Apos a transfeccéo, as ceélulas foram tripsinizadas e recolhidas de cada
poco. Logo apds, o RNA total dessas células foi extraido pelo método do Trizol
modificado (Thermo Fisher Scientific). Resumidamente, foram adicionados 300 L
de Trizol as amostras coletadas e incubadas com 1,0 uL (20 ug) de glicogénio por
5 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 60 pL de
cloroférmio para centrifugacao por 5 min para separar as fases. A fase superior foi
transferida para um novo tubo de polipropileno onde o RNA foi precipitado pela
adicdo de 0,7 volumes de isopropanol gelado, com incubacéo a -20 °C overnight.
ApoOs este periodo, as amostras foram centrifugadas por 30 min a 4 °C a 12.000
rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 ul de etanol 70%.
O pellet seco (30 min a temperatura ambiente) foi dissolvido em 15 ul de agua livre

de RNAse para quantificagdo no espectrofotometro Denovix DS-11 (Wilmington,
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DE, EUA —Tabela 1) .

Tabela 1: Espectrofotometria do RNA total das amostras extraidas nas duplicatas

experimentais

Amostra 260/280 Concentracdo em ng/uL
EXP1 LIPO 24H 1,81 1092,92
EXP1 LIPO 48H 1,72 557,20
EXP1 MIMC1 24H 1,55 445,98
EXP1 MIMC1 48H 1,45 1125,08
EXP1 MIMC2 24H 1,81 883,52
EXP1 MIMC2 48H 1,83 772,59
EXP1 INIB C1 24H 1,67 423,71
EXP1 INIB C2 24H 1,75 813,65
EXP1INIB C148H 1,78 754,44
EXP1 INIB C2 48H 1,81 692,05
EXP2 LIPO 24H 1,55 1352,34
EXP2 LIPO 48H 1,80 674,88
EXP2 MIM C1 24H 1,81 568,37
EXP2 MIM C1 48H 1,85 682,94
EXP2 MIM C2 24H 1,89 753,08
EXP2 MIM C2 48H 1,89 740,38
EXP2 INIB C1 24H 1,48 1805,54
EXP2 INIB C2 24H 1,51 1892,46
EXP2 INIB C148H 1,56 981,63
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EXP2 INIB C2 48H 1,46 960,18

Legenda: EXP1 — replicata n°1; EXP2 — replicata n°2; CTR — células controle sem transfeccao;
MIMC1 — mimico a concentracao de 25 ng; MIMC2 — mimico a concentracao de 50 ng; INIBC1 —
inibidor a concentracédo de 25 ng; INIBC2 — inibidor a concentracédo de 50 ng; LIPO — células
transfectadas apenas com a lipofectamina

4.3.2. Confeccdo das moléculas de cDNA dos marcadores de metabolismo

0sseo

Para a confec¢do das moléculas de cDNAs, foi utilzado o protocolo do kit
QuantiTect ReverseTranscription kit (Qiagen, Venlo, Baixos) conforme as condi¢cdes
fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, o DNA gendmico foi eliminado das
amostras utilizando 1 pg de RNA total e 2uL de gDNA Wipeout buffer 7x. Apos dois
minutos de incubacédo por 42°C, seguiu-se a reacao de transcricdo reversa. Cada
amostra recebeu 1 uL de Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 uL de Quantiscript RT
Buffer, 5x e 1 uL de RT Primer Mix. As amostras foram incubadas a 42 °C durante 30
min e posteriormente a 95°C por 3 minutos. Terminada a reacdo, o produto da

sintese foi diluido 10x pela adicdo de 180 pL de agua livre de RNAse.

4.3.3. Avaliacdo da expressao de gene relacionados com o metabolismo 0sseo
por PCR quantitativa (QPCR).

Foram avaliados seis marcadores do metabolismo ésseo. Os primers para
0s genes Fosfatase Alcalina (ALP), RUNX2 Coladgeno A tipo IA (COL1Al),
RANKL,Osteoprotegerina (OPG) e Osteopontina (OPN) foram desenhados
utilizando as ferramentas in silico Nucleotide (NCBI), University of California Santa
Cruz (UCSC) Genome Browser e Gene Runner. O gene B-actina (ACTB) foi
utilizado como normalizador para as reacdes de gPCR. As sequéncias dos primers
estéo disponiveis no Quadro 1. A expresséao génica foi avaliada utilizando o corante
fluorescente Sybr Green(Thermo Fischer) e realizada no instrumento QuantStudio
7 Flex da Applied Biosystems® (Life Technologies). As reacdes foram realizadas
em triplicata, sempre em presenga de um controle negativo com volume total 10
ML para cada reagdo. O método utilizado para avaliar a expresdo expressao relativa

foi o 2-22Ct segundo descrito por Livak e Schimittgen (2001) .
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Quadro 1: Sequéncia de primers dos genes avaliados nesse estudo e seus

respectivos tamanhos de amplicons.

Primers . Pares de
Sequéncias
Bases

R: 8- ACTGTATTCCGCTCTGGGGTTCC- 3

Osteoprotegrina (OPG
steoprotegrina (OPG) | . o A ACCGTGTGTGTGAATGCGAGG — 3 119 pb

. F: 5- CTGCTGGTCCCCGAGGTC - 3
Colageno A tipo 1A

(COL1A1) R: 5- CGGGGGGACCAACAGGACC -3’ 132 pb

. F :5 - AACCCAGACACAAGCATTCCCA -3’
Fosfatase Alcalina

(ALP) R :5- CGGAGAGCGAAGGGTCAGTCA -3’ 152 pb

F: 5- TGGACGAGGCAAGAGTTTCACC-3’

RUNX2
R:5- TCTGTCTGTGCCTTCTGGGTTCC-3’ 123 pb

F: 5 - CGCCGACCAAGGAAAACTCAC-3

Osteopontina (OPN)
R: 5- TTGGAAGGGTCTGTGGGGCT-3 209 pb

F: 8- TAGAAAACCACCAAATGAACCCCA-3

RANKL 132 pb
R: 5 - GCTGTGAGTGCTTTCCCTTTTTTC - 3

F: 5 - CCAACCGCGAGAAGATGACCCAGAT -3

ACTB
R: 5°- CACGATGGAGGGGAAGACGG-3’ 280

4.3.4. Padronizac&o dos primers

Em seguida os primers foram padronizados para as reacdes de acordo com
a quantidade em milimols (10 mM) e foram avaliadas as suas curvas de melting
com a finalidade de verificar a especificidade de cada produto amplificado. Os
primers de ALP, RUNX2, OPN, RANKL , OPG e o normalizador ACTB
amplificaram apenas um fragmento demonstrando especificidade destes primers
(Figura 9; A-D).
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Figura 9: Curva de Melting dos primers de Fosfatase alcalina (ALP), B-Actina
(ACTB), RUNX Osteopontina (OPN), RANKL e Osteoprotegerina (OPG).
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Legenda: As curvas de melting demonstram especificidade dos primers (A) da fosfatase alcalina
(ALP), de (B) B-actina (ACTB), (C) RUNX2 , (D) Osteopontina (OPN) , RANKL, e osteoprotegerina
(OPG) por meio de amplificacdo de um Unico pico.

Porém, a avaliacéo da curva de melting do primer para COL1A1 demonstrou

a presenca de mais de um pico, indicando a presenca de amplificacdo de produto

inespecifico, levando a decisdo de excluir este gene das andlises do presente

estudo (Figura 10).
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Figura 10: Curva de Melting do primer para o gene COL1Al.

Melt Curve Plot (Derivative)

Derivative Reporter

Temperature (°C)

@ COL1AT

Legenda: A curva de melting do primer de COLA1A demonstrou a presenca de dois picos (setas
vermelhas) durante a amplificacdo, indicando formacao de produto inespecifico durante a reacao de
PCR quantitativa.

4.4. Andlise de dados

As andlises da expressdo dos miRNAs foram realizadas de acordo com o
método 2-24Ct (LIVAK e SCHMITGEN , 2001). O método do 2“2t ou método
comparativo de Ct é uma equacdo matematica, na qual as mudangas na expressao
génica sdo calculadas baseadas nas diferencas entre as amostras calibradoras
(controle) e as experimentais (transfectadas com mimico ou inibidor de miR-21),
normalizadas por uma referéncia (gene ACTB). Foi determinada uma linha de corte
de + 2,0 para determinar a diferenca no nivel de expressdo nas amostras
transfectadas em relagdo a amostra controle, considerando um gene hiperexpresso
com valores de fold change = 2 e hipoexpresso < 0,5.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do Software Prism
5.0 (GraphPad Software Inc.) e do SPSS versado . Para avaliar se os dados
apresentavam distribuicdo normal foram utilizados os testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk. Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas
pelos testes:Teste de T bicaudal (two-tailed t-test) e Anova one way. Variacfes
significativas foram submetidas as andlises Post hoc com os testes de Tukey. Para
avaliar a correlacdo entre a expressao dos genes avaliados foi utlizada a

Correlacdo de Spearman. Foi adotado o nivel de significancia de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da expresséo relativa dos genes OPG, OPN e RANKL e
COL1A1

Durante a avaliagdo dos genes OPG, OPN e RANKL por gPCR néo foram
observadas curvas de amplificacdo na maioria das amostras no periodo de 24h e
48h. Este fato impossibilitou o célculo da expresséao relativa pelo método do 2-24Ct

Um exemplo de amplificacdo insatisfatéria esta exemplificado pela a curva
de amplificacdo do gene OPG na amostra Controle cultivada por 48h analisada por
gPCR (Figura 11). Na imagem, podemos notar que as replicatas dessa amostra
subiram de maneira ndo uniforme e com valores de Cts (Cycle Threshold — ponto
gue equivale ao ciclo de PCR em que a curva de amplificacédo atravessa a linha do
Threshold) muito altos (acima de 33,0). Um bom exemplo de amplificacéo pode ser
observado nessa mesma amostra, porém, na avaliacdo do controle enddgeno
(ACTB). Neste caso, observamos que as triplicatas subiram de modo mais
uniforme, com curvas deslocadas mais para a esquerda e com valores de Cts
menores comparados a OPG, o que parece indicar extracdo adequada do RNA
total, boa conversédo do cDNA e boa amplificacdo por gPCR nesta amostra.

Figura 11: Curvas de amplificacdo da amostra de SAOS2 controle 48h para o

gene OPG e o enddgeno ACTB .
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Legenda: O gréafico apresenta as curvas de amplificacdo da amostra controle (48h) para o gene
OPG (curvas em verde) e o controle endégeno ACTB (curvas em amarelo). As linhas horizontais
coloridas representam o Threshold e os circulos azuis representam os pontos em que as curvas
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atravessam a linha de Threshold (Cts). A avaliacdo do gene OPG apresentou amplificacéo
insatisfatoria, com curvas deslocadas para a direita do grafico. As amostras foram corridas em

triplicata.

Apenas duas amostras demonstraram boas amplificacbes para OPG: as
amostras que receberam o mimico de miR-21 na concetracdo C1 (25ng) cultivadas
por 24h e as amostas que receberam o inibidor de miR-21 na concentragédo C2
(50 ng) cultivadas por 48h (Figura 12). Entretanto, com a auséncia de amplificacéo
e consequentemente, auséncia dos valores de Cts das amostras Controle 24h e
Controle 48h, inviabilizaram o céalculo da expressao relativa. Mas, uma comparacao
entre duas amostras demonstrou que a a expressdo de OPG em presenca do
inibidor de miR-21 foi 17x maior, quando comparamos com a amostra que recebeu
o mimico de miR-21, sendo esse aumento estatisticamente significativo (p = 0,007)
(Figura 13) .

Figura 12: Curvas de amplificacdo das amostras de SAOS2 submetidas ao
tratamento com mimico de miR-21 por 24h e inibidor de miR-21 por 48h para o

gene OPG e o endégeno ACTB.
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Legenda: O grafico apresenta as curvas de amplificacdo da amostra controle (48h), para o gene
OPG (curvas em verde) e o controle endégeno ACTB (curvas em amarelo). Podemos observar que
as amostras submetidas ao tratamento com mimico de miR-21 por 24h e com inibidor de miR-21
apresentaram boas curvas de amplificacdo. As linhas horizontais coloridas dispostas na metade do
gréfico representam o Threshold. As amostras foram corridas em triplicata.
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Figura 13: Gréfico de expressdo do gene OPG em uma amostras de SAOS-2

tratadas com mimico e inibidor de miR-21.
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Legenda: Expressao relativa de OPG avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) apés
transfeccdo com mimico de miR-21 24 horas e inibidor de miR-21 48 horas em duas concentracdes
(C1- 25ng e C2- 50ng). Nota-se um aumento de expressao significativo de OPG nas amostras que
receberam o inibidor de miR-21 na concentracdo de 50ng em comparacdo as amostras que
receberam o mimico de miR-21 na concentracdo de 25 ng. As amostras foram feitas em triplicata.
O gene ACTB foi usado como gene enddgeno. Two-tailed t-test. **p<0,001 — estatisticamente
significantivo.

Da mesma maneira, o gene OPN nao apresentou boa amplificacdo nas

amostras analisadas (Figura 14) assim como o gene RANKL (Figura 15).

Figura 14: Curvas de amplificacdo para o gene OPN e o endégeno ACTB na
amostra de SAOS-2 que recebeu o inibidor de miR-21 na concentragao de 25 ng
durante 48h.
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Legenda: O gréfico apresenta as curvas de amplificacdo para o gene OPN (curvas em azul) e 0
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controle endégeno ACTB (curvas em verde) na amostra SAOS-2 que recebeu o inibidor de miR-21
na concentracao de 25 ng por (48h). As linhas horizontais coloridas dispostas na metade do gréfico
representam o Threshold. As curvas de amplificacdo de OPN apresentaram amplificacdo
insatisfatoria e encontram-se deslocadas mais para a direita do grafico. As amostras foram corridas
em triplicata

Figura 15: Curvas de amplificacdo do gene RANKL e do endégeno ACTB nas
amostras de SAOS2 controle 48h.

Amplification Plot

i = e / /1
0.00100 g - e — L [/
| //\\/V\\ N — Ll

@ ACTB @ RANKL

Legenda: O grafico apresenta as curvas de amplificagdo para o gene RANKL (curvas em vermelho)
e controle endégeno ACTB (curvas em lilas) na amostra SAOS-2 controle 48h. As linhas horizontais
coloridas dispostas na metade do grafico representam o Threshold. As curvas de amplificacéo de
RANKL apresentaram amplificacéo insatisfatdria e encontram-se deslocadas mais para a esquerda
do gréfico. As amostras foram corridas em triplicata.

As analises de qPCR para o0 gene COL1A 1 (como mencionado no topico
4.3.4. de Material e Métodos) ndo puderam ser realizadas em virtude da presenca
de um pico adicional observado durante a investigagcédo da curva de melting deste
gene. Apesar de terem sido providenciados novos primers com as mesmas
sequéncias (forward e reverse) por suspeita inicial de possivel contaminacédo, a
persisténcia do pico adicional em uma nova andlise da curva de melting fez com
gue esse gene fosse excluido deste estudo, uma vez que o0 tempo era escasso

para a realizacédo de desenho de novas sequéncias e padronizagao de primers.
5.2. Avaliacdo da expresséo relativa do gene RUNX2

Quando avaliamos o gene RUNX2 por gPCR baseado no valor de corte
adotado (+ 2) de acordo com o 222Ct 'n3o observamos hipo ou hiperexpresséo de
RUNX2 em 24 horas de cultura, apesar do FC para RUNX2 nas células tratadas
com Inibidor na Concentracdo de 25 ng (Inibidor C1) apresentarem Fold Change

(FC) =1,7 (Figura 16). Porém, quando realizamos a comparacgéao estatistica entre
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0s grupos utilizando os valores de FC, verificamos diferenca significativa entre os
grupos analisados (p=0,036). Quando realizamos a comparacao entre dois grupos,
verificamos que essas diferencas foram encontradas na comparacdo do grupo
Controle x Inibidor C1 (p= 0,038). Apesar de parecer haver uma diferenca na
expressao entre o Mimico C1 24h com o Inibidor C1 24h, esta diferenca néo foi
estasticamente significativa (p= 0,054) (Figura 16).

Figura 16: Expressao do gene RUNX2 em amostras de SAOS2 tratadas com

mimico e inibidor de miR-21 em 24 horas de cultura.
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Legenda: Expresséo relativa de RUNX2 avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) 24 horas
apos transfeccdo do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragdes (C1- 25ng e C2-50ng).
Observa-se uma diferenca significativa nos valores de Fold Change para RUNX2 entre aa amostras
que receberam o Inibidor C1 em comparacdo ao Grupo Controle. As amostras foram feitas em
triplicata. O gene ACTB foi usado como gene enddgeno. Anova one-way. Tukey’s test.* p<0,05 =
estatisticamente significantivo

Ja a analise de RUNX2 no tratamento com mimicos/inibidores de miR-21 por
48h demonstrou um aumento de expressao de 2x deste gene nas células que
receberam Mimico de miR-21 na concentracdo de 25ng e um aumento de
expressao de 3,5x nas células que receberam o mimico de miR-21 na concentracao
de 50 ng (Figura 17). Nao observamos hipoexpressao deste gene em presenca dos
inibidores de miR-21. Quando comparamos o0s niveis de FC entre 0os grupos
verificamos uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,0002). Quando

comparamos 0 grupo Controle com os diferentes tratamentos, verificamos
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diferencas estatisticamente significativas entre o grupos Controle x Mimico C1
(p=0,015), os grupos Controle x Mimico C2 (p= 0,0001), os grupos Controle x
Inibidor C1 (p=0,039). Importante mencionar a diferenca significativa encontrada
também entre a expressdo de RUNX2 nos grupos Mimico C1 x Mimico C2 (p=
0,002) (Figura 17).

Figura 17: Expressdo do gene RUNX2 em amostras de SAOS2 tratadas com

mimicos e inibidores de miR-21 durante 48h.
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Legenda: Expresséao relativa de RUNX2 avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) 48
horas apos transfec¢do do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragées (C1- 25ng e C20-
50ng). Nota-se um aumento de expresséo significativo de RUNX2 nas amostras que receberam
Mimico de miR-21 na concentracdo de 50ng em comparacdo aos demais grupos. As amostras
foram feitas em triplicata. O gene ACTB foi usado como gene endégeno. Anova one-way. Tukey’s
test(Post hoc). * p < 0,05, **p<0,01, ***p<0,001 — estatisticamente significantivos.

Quando comparamos 0s grupos 24h e 48h na andlise para RUNX2,
verificamos diferenga significativa nos valores de FC para RUNX2 entre esses
diferentes tempos de cultivo (p= 0,037). Na analise comparativa entre dois grupos,
foram observadas diferencas significativas entre os valores de FC de RUNX2 nas
amostras que receberam o Mimico de miR-21 na concentracdo de 50 ng em 48
horas de cultura entre os grupos: Controle 24h x Mimico C2 48h (p=0,001), grupos
Mimico C1 24h x Mimico C2 48h (p= 0,001) e grupos Mimico C2 24h x Mimico C2

48h x ( p= 0,002) (Figura 18). Também foram observada diferenca signisifcativa
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entre os grupos Mimico C1 24h X Mimico C1 48h (p=0,001)

Figura 18: Expressdo do gene RUNX2 em amostras de SAOS2 tratadas com
mimicos e inibidores de miR-21 durante 24h e 48h
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Legenda: Expressao relativa de RUNX2 avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) 24h e
48 horas apos transfec¢do do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragdes (C1- 25ng e C2-
50ng). Nota-se uma diferenca significativa na expressdo de RUNX2 entre as amostras que
receberam o Mimico de miR-21 na concentragdo de 50 ng com incubagédo por 48h em comparacao
as demais amostras. As amostras foram feitas em triplicata. O gene ACTB foi usado como gene
enddégeno. . Anova one-way. Tukey’s test (Post hoc ). **p<0,01, *p < 0,05 — estatisticamente
significantivo.

5.3. Avaliacéo da expresséo relativa do gene ALP

As andlises de expressao do gene ALP com as células incubadas por 24
horas demonstraram que este gene encontrou-se hiperexpresso em 3,5x nas
células que receberam Mimico na concentracdo de 50ng em comparacdo ao
Controle (Figura 19). Nao foi observada hipoexpresséo deste gene em presenca de
inibidores de miR-21. Nas andlises de dados, verificou-se na comparacdo dos

valores de FC para ALP, diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). Na
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comparacao entre os valores de FC entre dois grupos, observou-se diferenca
significativa na expressdo de ALP entre os grupos Controle x Mimico C2 24h (p <
0,001), Mimico C1 x Mimico C2 ( p< 0,001), Mimico C2 x Inibidor C1 (p < 0,0001) e
e Mimico C2 x Inibidor C2 (p =0,004) (Figura 19).

Figura 19: Expressao de ALP, 24 horas apds transfeccdo com mimico/inibidor
de miR-21.
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Legenda: Expresséo relativa de ALP avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) 24 horas
apos transfecgdo do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragdes (C1- 25ng e C20-50ng)..
Nota-se que as amostras que receberam o mimico de miR-21 na contracdo de 50 ng apresentaram
hiperexpresséo para ALP . Ja as amostras que receberam o Inibidor de miR-21 na concentracéo de
25 ng apresentaram ALP hipoexpresso. As amostras foram feitas em triplicata. O gene ACTB foi
usado como gene endbégeno. Anova one-way. Tukey’s test(Post hoc). **p<0,01, ***p<0,001 -
estatisticamente significantivos

Em seguida, o gene ALP foi analisado nas amostras com 48h de cultura.
Verificou-se que ALP apresentou uma hiperexpressao de 3,2x nas amostras que
receberam Mimico na Concentracdo de 25ng (Mimico C1- 48h) e de 10,7x nas
amostras que receberam o0 mimico na concentracdo de 50ng apés 48h (Mimico C2
-48h (Figura 20). Ja as amostras que receberam o inibidor na Concentracdo de
25ng apresentaram uma reducdo na expressédo em torno de 3x (FC=0,33). Houve
uma diferenca estatisticamente significantiva entre os valores de FC na

comparacao entre os grupos (p<0,0001). Na comparagdo entre dois grupos,
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observamos uma diferenca siginificativa entre os grupos Controle 48h x Mimico C1
48h (p=0,007), Controle 48h x Mimico C2 48h (p<0,0001). Em relacdo as células
gue foram transfectadas com 50 ng de Mimico com 48h de incubacé&o (Mimico C2),
observamos uma diferenca na expresséao de ALP bastante significativa entre essa
amostra o grupos Mimico C1 (p=0,006), grupo Inibidor C1 (p<0,0001) e o grupo
Inibidor C2 (p=0,001) no tempo de 48H, Houve diferenca de expressao significativa

guando comparamos o grupo Inibidor C1 x Inibidor C2 (p=0,001)

Figura 20: Expressdo de ALP 48 horas ap0s transfeccdo com mimico/inibidor de
miR-21.
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Legenda: Expressao relativa de ALP avaliado pelo método de PCR quantitativa (QPCR) 48 horas
apos transfeccdo do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragfes (C1- 25ng e C20-50ng).As
linhas vermelha e verde representam a linha de corte para diferenca de expressédo, segundo o
célculo do 222Ct, Todas as amostras que apresentarem valores de Fold Change acima de 2,0 (acima
da linha vermelha) foramconsideradas hipoexpressas e todas as amostras que apresentaram
valores abaixo de 0,5 (linha verde) foram consideradas hipoexpressas. Nota-se uma hiperexpressao
de ALP nas amostras transfectadas com 25 ng e 50 ng de mimicos de miR-21 e uma reducéo na
expressdo na amostra que foi transfectada com 25 ng de inibidor de miR-21. As amostras foram
feitas em triplicata. O gene ACTB foi usado como gene enddgeno. Anova one-way. Tukey’s test(Post
hoc) .**p<0,01, ***p<0,001 - estatisticamente significantivos.

Em seguida comparamos todos os grupos de 24 e 48h e verificamos uma
diferenca estatisticamente significativa na expressdo de ALP entre os grupos
analisados (p<0,0001) (Figura 21). Quando comparamos os dois tempos e as duas

diferentes concentracbes de mimicos e inibidores verificamos diferencas
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estatisticamente significativas entre os grupos Mimico C1 24h x Mimico C1 48h
(p=0,0001), Mimico C1 24hx Mimico C2 48h (p<,0,0001), Mimico C2 24h x Mimico
C2 48h (p=0,001), Mimico C2 24h x Inibidor C1 48h (p<,0,0001), Mimico C2 24hx
Inibidor C2 48h (p< 0,0001). Podemos notar no grafico de expressao relativa a
diferenca significativa entre a expressdao de ALP induzida pelo mimico na
concentracdo de 50ng em 48 horas de cultura, comparada com as duas

concentracfes de mimicos nas 24 horas de cultura (Figura 21).

Figura 21: Comparacéo da expressao de ALP nos dois tempos de cultura (24 e

48 horas) apos transfeccdo com mimicos/inibidores de miR-21.
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Legenda: Expresséo relativa de ALP avaliado pelo método de PCR quantitativa (qQPCR) 24 e 48
horas apés transfec¢do do mimico/inibidor de miR-21 em duas concentragdes (C1- 25ng e C20-
50ng). As linhas vermelha e verde representam a linha de corte para diferenca de expresséo,
segundo o célculo do 2-22¢, Todas as amostras que apresentarem valores de Fold Change acima
de 2,0 (acima da linha vermelha) foram consideradas hipoexpressas e todas as amostras que
apresentaram valores abaixo de 0,5 (linha verde) foram consideradas hipoexpressas. As amostras
foram feitas em triplicata. O gene ACTB foi usado como gene endd6geno. Anova one-way. Tukey’s
test(Post hoc) .**p<0,01 ***p<0,001 - estatisticamente significantivos.

5.4. Correlacéo entre a expressdo de RUNX2 e ALP

Apesar de nao ter sido observada correlagéo entre a expressédo de RUNX2
e ALP nas primeiras 24 horas de cultura, foi o bservada uma correlagdo moderada
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positiva entre a expressao de ALP e de RUNX2 ap6s 48 horas de cultura em
presenca de mimicos e inibidores de miR-21 (rs= 0,761 e p=0,036) (Figura 22).

Figura 22: Correlagéo entre a expressao relativa de ALP e RUNX2 nos diferentes

tratamentos durante 48 horas.
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6. DISCUSSAO

No curso da cicatrizacdo e formacdo Ossea, € necessario que 0S
osteoblastos passem por proliferagdo, diferenciacdo e estimulacdo da
mineralizacao dentro da matriz extra celular 6ssea. Dentro dos osteoblastos, uma
gama diversificada de genes, como OCN, OPN, OPG, ALP e COL1A1 entre outros,
sofrem alteragBes sequenciais na expressdo génica fenotipica que correspondem
a essa série de eventos (Zhang et al.,, 2020; Blahna et al., 2012, Li et al.., 2019).
Estudos recentes destacaram o papel crucial dos miRNAs na facilitacdo da
proliferacéo e diferenciacdo de MSCs em osteoblastos .

Este presente estudo teve como objetivo verificar a acdo de miR-21 na
modulacao da expressao dos genes OPN, OPG, RANKL, COL1Al1, RUNX2 e ALP
relacionados com a osteogénese em uma linhagem celular derivada de tecido
0sseo.

Para isto, realizou-se a transfec¢cdo de uma linhagem celular osteoblastica
SAOS-2 com mimicos e inibidores de miR-21 em duas concentracfes diferentes
(25ng e 50 ng) e cultivadas em dois intervalos de tempo diferentes (24h e 48h). A
escolha dessa linhagem foi baseada em estudos prévios destinados a avaliacdo do
processo de diferenciacdo osteoblastica, reparo 0sseo, bioengenharia e inducéo
da expressao de marcadores 6sseos ( Huo et al., 2013; Seyedmajidi et al., 2018;
Zhang et al., 2019; Dvarakova et al., 2023).

O proéximo passo foi avaliar a expressao dos seis genes nos 10 grupos
experimentais por qPCR. Entretanto, durante a padronizagcdo dos primers, 0sS
primers do gene COL1A1 apresentaram um pico inespecifico na curva de melting,
sendo este gene, portanto, excluido deste estudo.

As reacbes de gPCR foram baseadas no sistema de deteccdo por Sybr
Green, neste presente estudo. Este sistema funciona da seguinte maneira: Sybr
Green € um corante fluorescente que se liga preferencialmente ao DNA fita dupla
de forma independente da sequéncia, quando isso acontece, o nivel de emissao de
fluorescéncia do Sybr Green aumenta consideravelmente. Baseado neste
mecanismo, a quantidade de amplicons (produtos de PCR) gerados pode ser
quantificada diretamente em cada ciclo (Palaz et al., 2021). Nesse tipo de analise,
€ essencial a utilizacao de primers adequados para a garantia de uma amplificacéo

precisa e especifica. Portanto, a sensibilidade da deteccdo usando Sybr Green
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pode ser comprometida pela formagéo de primer-dimeros (capacidade dos primers
se anelarem entre si), pela falta de especificidade dos primers ou pela
concentracdo dos primers. Em alguns casos, podemos nos deparar com a
formacé&o de um produto inesperado de fita-dupla, havendo a incorporagao do Sybr
Green a este produto e o registro de um sinal fluorescente (Ponchel et al., 2003).
Nesse presente estudo, todas as sequéncias de primers foram desenhadas
pelo nosso grupo, utilizando as ferramentas in silico Nucleotide (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) , University of California Santa Cruz (UCSC)

( https://genome.ucsc.edu ) e Gene Runner (http://www.generunner.net) . O Gene

Runner é um algoritmo que possibilita 0 desenho de primers (oligos) e a verificacdo
in silico da formac&o de estruturas secundarias durante a reacdo de PCR. Quando
os primers foram desenhados para este presente estudo, a possibilidade de
formacdo de estruturas secundérias foi checada logo no inicio das andlises.
Durante essa checagem, todas as sequéncias de primers atenderam as
especificacdes para um bom primer. Porém, quando comecaram as padronizacdes
e andlises das curvas de melting, verificou-se que o primer do gene COL1Al
formava uma estrutura secundaria, que em principio foi considerado uma
contaminagao da solucdo de estoque. Novos primers foram solicitados baseados
nas mesmas sequéncias forward e reverse. Porém, novamente foi observada a
presenca da estrutura secundaria (formacdo de dois picos) durante a curva de
melting. Importante mencionar, que essa estrutura secundaria estava ausente nos
Programas GeneRunner, Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher Scientific),
OligoEvaluator (Sigma-Aldrich) e PCR Primer Stats

(https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr primer stats.html).

Além da presenca de dimeros uma outra hipotese para explicar a natureza
do pico secundério na curva de melting dos primers do gene COL1Al, seria a
presenca de uma nova isoforma desse gene, resultado de um splicing alternativo.
Cerca de noventa e dois por cento dos genes humanos expressam transcritos
oriundos de splicing alternativo, conferindo uma variedade de isoformas de
proteinas que desempenham diferentes funcdes (Wang et al., 2004; Kalsotra;
Cooper, 2011). A fluorescéncia por Sybr Green constitui uma boa estratégia para a
identificacdo de amplicons (transcritos) por meio da analise da curva de melting. A
andlise da curva de melting representa a medida de dissociacéo de duas fitas de
DNA, dependentes de temperatura durante o aquecimento (Camacho e Philipp,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
https://genome.ucsc.edu/
https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html
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2016). Porém, para a confirmacao de que a estrutura secundéria observada durante
a padornizacao dos primers de COL1A1 se tratam de dimeros ou de outra isoforma
deste gene presente na linhagem SAOS-2, seriam necessarias abordagens
adicionais, como por exemplo, a realizacao de eletroforese em gel de agarose e 0
sequenciamento gendmico destes transcritos.

As etapas seguintes do presente estudo, consistiram na andlise por qPCR
dos cinco genes restantes. Novos obstaculos foram encontrados durante esse
processo. Agora, em relacdo aos genes OPN, OPG e RANKL que néo
apresentaram boas amplificagdes nas amostras. Provavelmente, a explicagéo para
este resultado deve-se ao pouco tempo em que as células ficaram em cultura, o
gue pode ter influenciado na baixa expressao destes genes.

Estudos apontam que genes como OCN e OPG tendem a se expressar de
forma significativa apds 72 a 96 horas de estimulacdo osteogénica (Pratap et al.,
2006; Komori, 2010; Kim et al., 2009). Com a finalidade de demonstrar como ocorre
o processo de diferenciacdo osteogénica em células tronco humanas pluripotentes,
um grupo de pesquisadores submeteu essas células ao meio osteogénico por 35
dias. Utilizando diversas técnicas, como gPCR, imunofluorescéncia, coloragdo com
vermelho de alizarina e citometria de fluxo, eles observarm as mudancas
fenotipicas e moleculares nas células em cada semana. Baseado nessas
mudancas eles construiram um mapa dindmico. Este mapa demonstrava cada
etapa de expressdo de marcadores génicos e proteinas durante a diferenciacéo
osteogénica. Estes autores observaram que no terceiro e sétimo dias de cultura os
niveis de expressdo de RUNX2, COL1A1 e RUNX2 encontravam-se ainda baixos.
Ja os niveis de ALP apresentavam-se aumentados (Zhou et al., 2021).

Um outro estudo teve por objetivo avaliar as interagdes 6sseas com material
de implantes ortopédicos e demonstrou que a expressdo de OPN em SAOS-2 era
induzida por meio osteogénico (Wakelin et al., 2018). Estes autores avaliaram os
marcadores 0sseos em células SAOS-2 cultivadas em meio osteogénico e meio
nao-osteogénico. Eles verificaram que o marcador OPN apresentava-se
hiperexpresso em meio osteogénico, devido a presenca da dexametazona e de
altas concentracfes de calcio neste meio (Wakelin et al., 2018). Baseado nestes
dados, uma hip6tese para a a baixa expressao de OPN encontrada neste presente
estudo provavelmente estaria relacionada a utilizacdo do meio DMEN para o cultivo
de SAOS-2. O meio DMEN é um meio desprovido suplementtos. A substituicao por
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meio osteogénico ou a suplementacdo de DMEN poderia talvez provocar a inducao
na expressao de OPN e de outros marcadores 0sseos nessa linhagem.

Outros estudos também relataram expressdo tardia de marcadores do
metabolismo 6sseo. Com o objetivo de avaliar a sinaliza¢do da osteoclastogénese
na sutura palatina mediana apds expansao rapida da maxila em ratos, animais
foram eutanaziados 3,7 e 10 dias ap0s a expansédo da sutura mediana palatina. O
0sso recém-formado entre os 0ssos palatinos foi removido e o RNA total extraido.
Andlises por gPCR demonstraram que o pico de expressao do gene Tnfrsflla (que
codifica o receptor de RANK - RANKR) e do gene Tnfsfl1l (que codifica RANKL) foi
observado somente 7 dias apds a expansao da sutura mediana palatina. Nesse
mesmo estudo, OPG apresentou um pico de expressdo aumentado somente 10
dias apds a expansao dos 0ssos palatinos (Arnez et al., 2017). Um outro estudo
avaliou a expressdo de mRNA de RANK, RANKL, OPG, TLR2 e MyD88 na
progressao da periodontite apical em camundongos. RANKL e OPG apresentaram
um aumento de expressao somente apés 7 dias de inducéo de periodontite apical
(Barreiros et al., 2018).

Um outro estudo avaliou se imatinib e nilotinib seriam capazes de afetar a
funcdo das células ésseas, portanto, os autores trataram SAOS-2 com estes
quimioterapicos e avaliou os efeitos na capacidade de mineralizagdo, bem como a
expressdo de mRNA de RANKL e OPG, duas citocinas importantes que regulam a
osteoclastogénese (Kroschwald et al., 2019). As células SAOS2 foram cultivadas
por 25 dias e verificou-se que estes quimioterdpicos aumentavam a expressao de
RANKL em 160% na SAOS-2, mas nao alteravam a expressao de OPG. Um dado
importante a se mencionar, € que nesse estudo, as amostras SAOS-2 controle
(sem tratamento) apds 25 dias de cultura, apresentavam um aumento na expressao
de RANKL em torno de 15x, porém, a expressao de OPG nesse periodo de cultura
praticamente nao alterou e apresentou-se bastante reduzido (FC < 1,0)
(Kroschwald et al., 2019). Esse resultado parece indicar que este OPG mesmo apos
cultivo prolongado de SAOS-2 é pouco expresso nessa linhagem, o que pode ter
dificultado as analises neste presente estudo.

Importante mencionar que a expressao de OPG neste estudo foi induzida
em cultura, e em duas amostras distintas, sendo SAOS-2 transfectadas com 25ng
de mimico e SAOS-2 que receberam 50 ng de inibidor de miR-21. Foi constatado

gue a expressao induzida pelo inibidor de miR-21 foi quase 18x maior do que a do
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mimico (FC=17,75) (p=0,007). Estes dados estdo de acordo com a literatura como
podemos verificar no estudo publicado por Pitari et al. (2015). Com o intuito de
identificar se a producdo de OPG era dependente de miR-21, pesquisadores
transfectaram células de medula 6ssea normal com mimicos de miR-21 e avaliaram
a expresséao de OPG por gPCR e ELISA. Estes autores verificaram que a expressao
de OPG reduziu em 55% ap0s 48 horas e em 82% apds 72h. Para confirmar se
OPG contituia-se como alvo direto de miR-21 os autores realizaram um ensaio com
luciferase e contruiram um vetor contendo a sequéncia 3'UTR de OPG e um vetor
reporter contendo a 3'UTR sem o sitio de ligagdo miR-21. Eles verificaram uma
reducdo importante na atividade da luciferase (75%, p < 0,0001) nas células
transfetadas que receberam o vetor luciferase reporter junto com mimicos de miR-
21, enquanto nenhuma diferenca foi observada naqueles vetores que néao
apresentaram o sitio de ligagdo de miR-21, indicando que miR-21 interage
diretamente com a regido 3'UTR de OPG. Para avaliar os efeitos de inibicdo de
miR-21 na expressdo de OPG estes mesmos autores realizaram nova tansfeccao
utilizando inibidores de miR-21 e verificaram por g°PCR um aumento signifiativo ( (p
< 0.05) na produgdo de mRNA de OPG (Pitari et al., 2015). Portanto, o0 aumento
observado neste estudo na expressdo de OPG, provavelmente deve-se a
suspensao da ac¢dao inibitéria de miR-21 sobre seu alvo OPG.

Posteriormente foram avaliados os genes ALP e RUNX2. Os resultados
obtidos neste presente estudo demonstram que o miR-21 exdgeno (mimico),
especialmente na concentracdo de 50 ng e apds 48 horas de incubacao, promoveu
um aumento significativo na expressao destes genes. Esse padréo de expresséo
sugere uma acao pro-osteogénica do miR-21 na linhagem celular SAOS-2, o que
corrobora achados prévios da literatura que apontam o miR-21 como regulador
positivo da diferenciac@o osteoblastica (OKA et al., 2021).

As andlises com RUNX2 neste presente estudo, demonstraram que a
transfeccdo das células SAOS-2 com o mimico e com o inibidor de miR-21, e
cultivadas posteriormente a transfecgdo por 24 horas, ndo provocou nenhuma
influéncia na expressdo deste gene, independente da concentracdo de
mimico/inibidor utilizada, mesmo havendo diferenca significativa entre os valores
de FC dos grupos analisados (p=0,036). No entanto, quando o tempo de cultura
aumentou para 48 horas, observamos que miR-21 coneguiu provocar um aumento

na expressao de RUNX, principalmente em presenca de uma maior concentracao
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do mimico. Por outro lado, ndo foi observada nenhuma alteracdo na expressao
deste gene quando utilizamos diferentes concentracdes de inibidor de miR-21.

RUNX2 € um dos principais fatores de transcricdo que regula a diferenciacao
de osteoblastos e € essencial para a formacéo 6ssea. O aumento na expressao de
RUNX2 induzido pelo mimico do miR-21 observado neste presente estudo, reforca
que miR-21 é um regulador positivo da diferenciacdo osteoblastica (OKA et al.,
2021). RUNX2 é responsavel pela inducdo na expressdo de varios genes
associados a osteogénese como ALP, OCN e CollAl, e esta intimamente
envolvido na regulacdo da formacédo de matriz 6ssea (Komori, 2010).

Além disso, a ativagao da via Wnt/B-catenina tem sido associada a inducéo
de RUNX2 (Wang et al., 2013), que sugerem que miR-21 pode regular a expressao
de RUNX2, favorecendo a osteogénese. Este aumento de RUNX2 observado neste
presente estudo, pode ser devido a ativagao da via Wnt/B-catenina, o que sugere
que miR-21 tem um papel importante na modulacdo dessa via durante a
osteogénese (Wang et al., 2015 e Subramaniam et al., 2023). Estudos levantam a
hipétese de que a sinalizacdo Wnt candnica e RUNX2/CBFA1/AML3 sao
componentes funcionalmente ligados de uma via necesséria para o inicio da
diferenciacdo osteoblastica. A ativacdo da via canbnica Wnt leva ao acumulo
nuclear de B-catenina, que ativa a transcricdo de RUNX2 (Gaur et al., 2010).

Um outra hipotese para a inducdo de RUNX2 por miR-21, foi sugerida por
um estudo que avaliou o processo de osteogénese em uma linhagem de células
tronco mesenquimais derivadas de medula éssea (Li et al.,, 2017). Os autores
verificaram que miR-21 foi capaz de regular o processo de osteogénese pela via
Smad7/ Smadl/5/8- RUNX2. A regidao 3’-UTR de Smad7 € alvo de miR-21, o que
torna Smad7 um alvo direto desse miRNA. Entretanto, Smad7 regula a expresséao
de RUNX2. Os dados gerados nesse estudo demonstraram que quando miR-21 é
silenciado, a expressao de Smad7 aumenta, levando a inibicdo da fosforilacdo do
complexo Smad/1/5/8. Esse complexo quando fosforilado combina-se com Smad4
para ajustar os niveis de expressdao de RUNX2. Portanto, o excesso de Smad7 leva
a uma reducao na expressdo de RUNX2 e consequentemente, a uma deficiéncia
na formacdo 6ssea. Nesse mesmo estudo, eles transfectaram essas mesmas
células com mimico de miR-21 e verificaram um aumento na expressao de ALP e
RUNX2. Também observaram que a superexpressao de miR-21 foi capaz de
aumentar a capacidade de formacé&o de nédulos mineralizados demonstrados pela
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coloragdo com vermelho de alizarina. Segundo esses autores miR-21 é
indispensavel na regulacédo da diferenciacdo osteoblastica e representa um novo
mecanismo pelo qual miR-21 promove a formacdo O6ssea em ceélulas tronco
mesenquimais derivadas de medula 6ssea (Li et al., 2017).

Neste presente estudo, as andlises de expressao do gene ALP
demonstraram que este gene apresentou-se hiperexpresso (3,5x) apoés transfec¢éo
com 50ng mimico de miR-21 durante 24 horas de cultivo. Apos 48 horas de cultura,
este aumento (quase 11x) foi significativo quando em comparamos com O
aumento observado nas 24h nessa mesma concentragdo (p <0,0001). Em
contrapartida, a inibicdo de miR-21 nas 24 horas nao influenciou na expresséo de
ALP, porém, apos 48h uma hipoexpressao em torno de 3x foi observada nas células
foram expostas a uma menor concentra¢do de mimicos de miR-21 (25ng).

Esses dados corroboram com estudos anteriores que associaram 0 miR-21
a diferenciacdo osteoblastica, atuando positivamente na expressédo de marcadores
como ALP (Oka et al., 2021; Li et al., 2015). A ALP € uma enzima crucial na
mineralizacdo 6ssea, catalisando a liberacdo de fosfato inorganico a partir de
precursores organicos, processo essencial para a formacdo da matriz dssea
mineralizada (Dai et al., 2020). A ativacdo de ALP durante a diferenciagéo
osteoblastica € um marcador importante do processo de osteogénese e tem sido
utilizado como um indicador da atividade osteoblastica (Mizuno et al., 2014).

De acordo com Zhang et al. (2015), a sinalizagc&o da via Wnt, especialmente
a ativacdo candnica de Wnt/B-catenina, pode aumentar a expressdo de ALP,
favorecendo a diferenciacéo de osteoblastos. A sua relacdo com miRNAs também
€ amplamente documentada, como no estudo de Li et al. (2013), que demonstraram
que miR-21 tem um papel regulador na ativagdo de genes osteogénicos, incluindo
ALP, ao inibir fatores inibidores de osteogénese. Este achado sugere que o miR-21
pode promover a diferenciacao osteoblastica, favorecendo a formacéo éssea.

Um outra hipétese sobre a influéncia de miR-21 na expressao de ALP foi
demonstrada por um estudo anteriormente citado neste trabalho, que foi
desenvolvido por Li e colaboradores que demonstraram a regulacdo da
osteogénese por miR-21 por meio da via Smad1/5/8/RUNX2 (Li et al., 2017). Como
ja mencionado, Smad7 € um alvo de miR-21 e na auséncia de miR-21, Smad7
encontra-se aumentada. Sendo assim, os autores avaliaram células tronco

mesenquimais derivadas de medula 6ssea provenientes de camundongos Knock-
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out para miR-21 comparadas com ceélulas derivadas de camundongos selvagens.
Eles verificaram que apoés transfectarem as células knock-out para miR-21 com um
SsiRNA para Smad7, os resultados de gPCR e de western blot demonstraram um
aumento na expressao de Smadl1/5/8, RUNX2 e de ALP (Li et al., 2017). Nossos
resultados demonstrando correlacdo positiva moderada entre a expressao de ALP
e RUNX2 apds 48 horas de cultura também estdo de acordo com os dados gerados
no estudo de Li e colaboradores (2017).

ALP é um dos marcadores iniciais mais relevantes da maturacao
osteoblastica, estando associada a mineralizacdo da matriz 6ssea (Millan, 2013),
enquanto RUNX2 desempenha papel essencial na inducdo da diferenciacéo de
precursores mesenquimais em osteoblastos (Long, 2012; Komori, 1997). A
expressdo aumentada desses genes em resposta ao miR-21 reforca a hipotese de
gue esse miRNA pode atuar na modulacgéo positiva de vias osteogénicas.

Apesar dos resultados favoraveis que demonstram que miR-21 possui papel
importante na regulacdo da expressdao dos marcadores osteogénicos ALP e
RUNX2 , as analises de expresséo génica de COL1Al, OPG, OPN, RANKL nao
demonstraram resultados conclusivos. Como ja mencionado, a expressao de genes
como OPG e RANKL, integrantes da via RANK/RANKL/OPG, tende a ocorrer em
estagios mais avancados da diferenciacao osteoblastica, geralmente apos 72 horas
de cultivo ou mais (Liu et al., 2012; Feng et al., 2020). Da mesma forma, a sintese
de OPN esta relacionada a maturagdo da matriz extracelular, processo que
demanda tempo e condi¢Bes especificas de microambiente (Bosetti et al., 2010).
Assim, a auséncia de amplificacdo destes transcritos pode refletir uma limitagéo
temporal, uma vez que os ensaios foram conduzidos em até 48 horas, além da
natureza tumoral da linhagem SAOS-2, que, embora amplamente utilizada para
estudos de osteogénese, nao expressa todos os marcadores de forma equivalente
as células-tronco mesenquimais primarias (Komori, 2010). Deste modo,
recomendamos que novas pesquisas sejam realizadas utilizando novas sequéncias
de primers para COL1A1 e a utilizacdo de outro tipo de linhagem celular, além de
um periodo de cultura mais prolongado para podermos investigar o real potencial

de inducédo osteogénica de miR-21.
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7. CONCLUSAO

e Em virtude do aparecimento de uma estrutura secundaria durante as
analises da Curva de Melting de COL1Al, este gene precisou ser
excluido deste estudo. Recomenda-se experimentos como
eletroforese em gel de agarose seguida de sequenciamento genémico
para a verificacdo da possibilidade de dimeros ou isoforma deste gene;

e Para OPG, OPN, RANKL os resultados da avaliagdo de expressao
foram inconclusivos e podem ser explicados por alguns fatores como
a incubacdo e cultura de até 48h, meio de cultura utilizado e as

caracteristicas da linhagem celular da SAOS-2,;

e Verificamos que miR-21 foi capaz de induzir a expressao de ALP e de
RUNX2 e essa inducao parece ser dependente da concentracdo do

mimico e do tempo de exposi¢cado a esta molécula;

¢ A reducdo na expressao apoés a utilizacdo de inibidores de miR-21 s6
foi observada para o gene ALP apds 48 horas de cultura com 25 ng do
mimico. Talvez a concentracdo do inibidor e o tempo de cultura possa
ter influenciado nessa resposta. Provavelmente o mecanismo de
inibicdo deste mIRNA exija menores quantidades de inibidor e um
maior tempo de incubagdo, 0 que sO poderd ser comprovado com

pesquisas adicionais.

e Houve uma correlacdo moderada entre a expressao de RUNX2 e ALP
apos transfeccdo com mimicos e inibidores de miR-21 apds 48 horas,
evidenciando a acgao importante de miR-21 na regulacdo da

osteogénese.
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