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RESUMO

SHIGA, Elisa Hiromi. Estudo da influéncia da secrecéo cutanea do anfibio Rhinella
diptycha (Rhinella schneideri) sobre o processo de formacéo in vitro de osteoclastos.
2023. 65 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2023.

Os osteoclastos (OCs) sao células multinucleadas, especializadas em
reabsorver a matriz 0ssea calcificada. OCs se derivam de células precursoras
hematopoiéticas e podem ser gerados in vitro pela estimulacdo de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) com as citocinas M-CSF e RANKL.
Ativacdo anormal dos OCs ocorre em patologias como osteoporose, artrite
reumatoide, osteoartrite, doenca periodontal, doenca de Paget, cAnceres metastéaticos
e outras, causando morbidade e promovendo limitag@es fisicas. A inflamacao cronica
leva a secrecdo de muitas citocinas pro-inflamatérias e RANKL entre elas. Estas
citocinas sdo as principais responsaveis pela ativacdo dos osteoclastos e
subsequente destruicdo 6ssea. O envenenamento, causado por diferentes espécies
animais (abelhas, ras, escorpides, cobras etc.), é conhecido também por induzir um
processo inflamatorio local e agudo. O efeito dos venenos destes animais na
diferenciacdo, maturacédo e degeneracdo dos OCs é desconhecido. Para melhorar a
compreensao da fisiologia dos OCs, e de uma possivel interferéncia em seus
processos de formacéo e funcédo, utilizamos um modelo de diferenciacao a partir das
PBMCs humanas. As PBMCs foram induzidas para diferenciacdo osteogénica
utilizando o protocolo de rotina. Em seguida tratamos as PBMCs com a secre¢ao
cutanea do anfibio Rhinella dypticha (Rhinella schneideri) para avaliar o seu efeito no
processo de diferenciacdo dos OCs que pode ser dividida em trés fases, pré-
osteclastos, OCs e OCs maduros multinucleados. Quando utilizamos a secrecéo
cutdnea do anfibio nas concentracbes de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL observamos a
diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade dessas células.
Adicionalmente mostramos que, as concentracdes mais baixas de 0,25 ng/mL e 0,125

ng/mL embora ndo tenham sido toxicas induziram a diminuigédo de formagéo dos OCs



que foi evidenciado pela Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) positivo que
€ um marcador de OCs maduros. Ja com a marcacdo com Faloidina conjugada, vimos
gue a concentracao de 0,25 ng/mL afetou a formacao dos OCs multinucleadas devido
a diminuicdo do namero de células de 2 e de 3 - 5 nucleos. Os resultados obtidos
sugerem a presenca de moléculas na secrecdo cutanea de Rhinella diptycha que
influenciam a diferenciacdo de OCs in vitro diminuindo a formacdo dos OCs TRAP
positivas — maduras e afetam o processo de formacédo das OCs multinucleadas de 2

a 5 nucleos.

Palavras-chave: Osteoclastos. Rhinella schneideri. Rhinella diptycha. Secrecéo
cutanea. PBMC. Osteoclastogénese.



ABSTRACT

SHIGA, Elisa Hiromi. Study of the influence of the cutaneous secretion of the
amphibian Rhinella diptycha (Rhinella schneideri) on the process of in vitro formation
of osteoclasts. 2023. 65p. Master’s thesis (Master’s degree in Sciences - Toxinology)
— Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

Osteoclasts (OCs) are multinucleated cells, specialized in reabsorbing calcified bone
matrix. OCs are derived from hematopoietic precursor cells and can be generated in
vitro by stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with the cytokines
M-CSF and RANKL. Abnormal activation of OCs occurs in pathologies such as
osteoporosis, rheumatoid arthritis, osteoarthritis, periodontal disease, Paget's disease,
metastatic cancers and others, causing morbidity and promoting physical limitations.
Chronic inflammation leads to the secretion of many pro-inflammatory cytokines and
RANKL among them. These cytokines are primarily responsible for osteoclast
activation and subsequent bone destruction. Poisoning, caused by different animal
species (bees, frogs, scorpions, snakes, etc.), is also known to induce a local and acute
inflammatory process. The effect of the venoms of these animals on the differentiation,
maturation and degeneration of OCs is unknown. To improve the understanding of the
physiology of OCs, and a possible interference in their formation and function
processes, we used a model of differentiation from human PBMCs. PBMCs were
induced for osteogenic differentiation using the routine protocol. Then we treated the
PBMCs with the cutaneous secretion of the amphibian Rhinella dypticha (Rhinella
schneideri) to evaluate its effect on the OC differentiation process, which can be
divided into three stages, pre-osteclasts, OCs and mature multinucleated OCs. When
we used amphibian skin secretion at concentrations of 25 ng/mL and 2.5 ng/mL, we
observed a statistically significant decrease in the viability of these cells. Additionally,
we showed that the lower concentrations of 0.25 ng/mL and 0.125 ng/mL, although not
toxic, induced a decrease in the formation of OCs, which was evidenced by a positive
Tartrate-Resistant Acid Phosphatase (TRAP), which is a marker of OCs. mature. With
the labeling with Phalloidin conjugated, we saw that the concentration of 0.25 ng/mL

affected the formation of multinucleated OCs due to the decrease in the number of



cells with 2 and 3 - 5 nuclei. The results obtained suggest the presence of molecules
in the cutaneous secretion of Rhinella diptycha that influence the differentiation of OCs
in vitro, decreasing the formation of TRAP-positive OCs — mature and affecting the

process of formation of multinucleated OCs with 2 to 5 nuclei.

Keywords: Osteoclasts. Rhinella schneideri. Rhinella diptycha. Skin secretion. PBMC.
Osteoclastogenesis.
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INTRODUCAO

Em dez anos a parcela de pessoas com 60 anos ou mais passou de 11,3%
para 14,7% da populacdo, sendo observado assim um crescimento de 39,8% do
contingente dessa faixa etéria no periodo. Entre os idosos, destaca-se a expansdo da
participacdo daqueles de 65 anos ou mais, que atingiu 10,2% da populacao total em
2021(IBGE, 2012/2021). Com esse aumento da expectativa de vida do brasileiro,
doencgas como a osteoporose tornam-se mais prevalentes (YAVROPOULOU;YOVOS,
2008), ndo so ela mas também a Doenca de Paget, osteoartrite e outras mais. Estas
doencas sdo debilitantes e acometem 0s 0ssos que € um tecido responsavel pela
sustentacdo e movimentacdo do nosso corpo, protecdo dos nossos 6rgdos e
regulacdo homeostatica de ions como calcio e fosforo. O tecido 6sseo é um tipo
especializado de tecido conjuntivo, formado por células responsaveis pela sua
manutencdao (osteoblasto, osteoclasto e ostedcito) e por uma matriz 6ssea constituida
por uma parte organica (colageno) e uma inorganica (hidroxiapatita de Calcio). Sendo
0 osteoclasto uma das principais células associadas a estas doencas, a elegemos

como nossa célula de estudo.

1.1 Osteoclastos

Osteoclastos (OC) séo células 6sseas, classificadas morfologicamente como
células gigantes e multinucleadas, sdo especializadas em promover absorcdo de
calcio e remodelamento 6sseo cujos precursores fisiolégicos sdo células tronco
hematopoiéticas, mondcitos/macrofagos e células dendriticas que se diferenciam
mediante a agédo de fatores tais como de estimulacéo de colonia de macrofagos (em
inglés macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) e ligante do receptor ativador do
fator nuclear kB (em inglés receptor activator of nuclear factor kB ligand (RANKL) e
atuam na remodelacdo do tecido 6sseo (ARAI et al.,, 1999; CHEN et al., 2014,
WEISSMAN; ANDERSON; GAGE, 2001).
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Controlado por fatores sistémicos como os hormonios, e fatores locais, como
os fatores de crescimento e citocinas, o tecido 6sseo exerce fungbes basicas tais
como protecdo, locomocao e suporte (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Os 0ss0s
sofrem um dindmico processo chamado de remodelacdo, que consiste na reabsorcao
e sintese Ossea. Isto ocorre em todo o esqueleto, em microescala, durante toda vida
do individuo, regulando a funcdo e a estrutura dos ossos (CHAMBERS, 2000;
TEITELBAUM, 2000). A homeostase e o bom funcionamento do sistema esquelético,
depende do equilibrio entre a atividade dos osteoblastos (OBs), que sao células
mononucleadas, de origem mesenquimal, responsaveis pela producdo da matriz
organica do osso bem como pela sua mineralizagcdo (ANDIA, 2006; MACKIE, 2003),
e osteoclastos (OCs), células de reabsorcdo Ossea (TAKAYANAGI, 2005). Os
osteoclastos reabsorvem a matriz esquelética através de um microambiente acido,
formado entre a célula e a superficie 6ssea, com secrecdo de enzimas, ions de
hidrogénio e cloreto transportados para essa juncao, que irdo liberar os minerais da
matriz 6ssea. Com esse processo, a matriz organica O0ssea que se constitui
principalmente de colageno tipo 1, ficara exposta e posteriormente sera degradada
pela catepsina K (TEITELBAUM, 2011), uma protease que possui a caracteristica de
clivar a tripla hélice do colageno tipo | e também os telopeptideos de colageno nos
terminais N e C, resultando na degradacao completa do colageno insollvel do osso.
(GARNERO et al 1998)

Estima-se que cerca de 10% da massa 0ssea humana € remodelada a cada
ano de vida (NARDUCCI; BAREGGI; NICOLIN, 2011) para isso, as vias de sinalizacao
celulares, regidas pelas citocinas, regulam formacdo, reabsorcdo O&ssea e
comunicacdo entre os sistemas esqueléticos e imunoldgicos, fazendo com que
doencas Osseas sejam decorrentes da desregulacdo fisiopatologica destes
componentes (AMASSEKARA,; YU; RHO, 2015). Dentro desta rede de citocinas temos
as que favorecem a formacgéo dos osteoclastos as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-11, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-34) juntamente com o fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) e, as que controlam negativamente a osteoclastogénese (IL-3, IL-4, IL-10, IL-12, IL-
27 e IL-33) e os interferons (IFN) -a, IFN-B, IFN-y (AMASSEKARA; YU; RHO, 2015).

Ha uma significativa acdo hormonal do estrogénio estimulando a apoptose dos
OCs (FALONI et al 2007), impedindo através da regulacdo das citocinas pro e

antiosteoclatogenicas a formagéo de OCs (CENCI, 2000) e, indiretamente, inibindo a
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reabsorcdo Ossea sobre a via RANK/RANKL/OPG (Receptor Ativador de Fator
Nuclear-kB/ligante de RANK/Osteoprotegerina, respectivamente) (VAANANEN, 2005)
suprimindo a producdo de RANKL por osteoblastos, células T e B (EGHBALI-
FATOURECHI, et al.2003) e aumentando producéo de osteoprotegerina(OPG) que é
receptor chamariz para RANKL, (HOFBAUER, et al. 1999)( KHOSLA, S. et al. 2001).

A osteoclastogénese humana (Figura 1) tem inicio a partir do estimulo do M-
CSF agindo na regulacao da sobrevivéncia celular, proliferacdo e diferenciacdo dos
mondcitos (HORIGUCHI; WARREN; KUFE, 1987).

Em reposta ao estimulo de RANK, uma proteina transmembranar membro da
superfamilia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) expressa nas células
progenitoras dos OCs, células T, células B, células dendriticas e nas células epiteliais
da glandula mamaria (LEE, K. et al., 2016), ocorre a formacédo de pré-osteoclastos
(células binucleadas). Dando seguimento ao processo de fusdo celular, havera
formacdo de células multinucleadas com cerca de 40 micrémetros de diametro.
RANKL, junto com M-CSF séo necessarios para a diferenciacdo de osteoclastos e no
final da osteoclastogénese serdo expressos genes responsaveis pela codificacao de
Fosfatase Acida Resistente a Tartarato (TRAP), catepsina K (CTK), calcitonina e a
integrina avB3, (VAANANEN; ZHAO; MULARI; HALLEEN, 2000).

Figura 1 - Representacao grafica da osteoclastogénese

Precursor de Pre- Osteoclasto Osteoclasto
medula éssea osteoclasto multinucleado ativado

CFU-S CFU-GM

O =
M-CSF

F4/80 -
TRAP -
CTR -
ﬁ:_

Fonte: Adaptado de William J. Boyle, William S Simonet, David L. Lacey, 2003.

A maturacéo ocorre a partir de células mononucleares do sangue periférico com tragcos da linhagem de
macréfagos. M-CSF (CSF-1) e RANKL séo essenciais para a osteoclastogénese. A OPG pode ligar e
neutralizar o RANKL e regular negativamente tanto a osteoclastogénese quanto a ativacdo de
osteoclastos maduros.
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TRAP (CE 3.1.3.2) € uma enzima que contém ferro e é encontrada em 0Ssos e
no sistema imunoldgico (MINKIN C. 1982) tem cerca de 36kDa e o pH 6timo para sua
atividade é entre 4,9 e 6,0(PRICE et al., 1995). Os osteoclastos apresentam uma forte
coloracdo para TRAP e por isso tem sido usado em imunoensaios especificos como
um marcador histoquimico padrdo de atividade osteoclastica (BURSTONE M.S.,
1959) (HALLEEN, J.M. et al 1998) TRAP originada de osteoclastos € um forte
marcador de reabsorcdo 6ssea, utilizada como diagnostico ou controle da doenca,
pois ja se observou a atividade aumentada do TRAP no soro em pacientes com
hiperparatireoidismo, doenca de Paget, carcinomas 0sseos e osteoporose , e
correlacionada também com cross-links de colageno , concentragéo de hidroxiprolina,
e densidade mineral 6ssea (BULL et al., 1999,PRICE et al. 1995;)

No inicio da diferenciacdo os OCs maduros apresentam organizacao especifica
(prolongamentos irregulares) de suas estruturas citoesqueléticas mais proeminentes,
denominadas podossomos, e tém sua superficie ativa, voltada para a matriz 6ssea,
esses podossomas aglomerados evoluem para aneéis dinamicos (clusters) que se
estabilizam na periferia da célula formando um cinturdo (anéis) pela acdo dos
microtUbulos acetilados. Quando os osteoclastos estdo aderidos em superficies
contendo cristais de apatita, eles formam uma zona de vedacdo necessaria para a
reabsorcdo 6ssea sendo esse local de adesdo do OCs, classificado como zona de
selagem constituida por uma regido citoplasmatica clara, pobre em organelas porém
com muitos filamentos de actina (VAANANEN; ZHAO; MULARI; HALLEEN, 2000)
(JURDIC, P. et al. 2006). A zona da selagem € um microambiente fechado, acido (H*),
que contém colagenase responsavel pela despolimerizacdo do colageno, e outras
hidrolases que atuam localmente digerindo a matriz organica e dissolvendo os cristais
de sais de célcio (BLAIR; TEITELBAUM; GHISELLI; GLUCK, 1989; VAANANEN et al.,
1990)

Os osteoblastos podem regular negativamente a osteoclastogénese através da
secrecao de osteoprotegerina (OPG), membro da superfamilia dos receptores do fator
de necrose tumoral (TNFR), que se liga competitivamente ao RANK-L inibindo a
formacdo e ativacdo dos osteoclastos pela interrupcdo da ligagdo RANK-RANKL
(SODEK; GANSS; MCKEE, 2000; LACEY et al., 1998; LEE, K. et al., 2016).

O desequilibrio entre osteoclastos e osteoblastos, relacionado ao aumento do

namero e/ou atividade de osteoclastos, esta envolvido na maioria das doencas 6sseas
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e articulares anteriormente citadas (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; RODAN;
MARTIN, 2000). O Ministério da Saude alerta que cerca de 50% das mulheres e 20%
dos homens com idade igual ou superior a 50 anos sofrerdo uma fratura osteoporotica
ao longo da vida (BRASIL, 2022). Outra importante enfermidade € a doenca de Paget,
sendo a segunda doenca 0ssea mais incidente na populacao brasileira. Trata-se de
uma doenca deformante, assintomatica e de dificil diagndstico que acomete,
majoritariamente, individuos do sexo masculino com idade superior aos 55 anos
(MACIEL, 2018; REID, 2012).

Ainda relacionada as enfermidades, temos as metéstases 0sseas associadas
aos tumores como, préstata e mama, e frequentemente em neoplasias malignas do
rim, tireoide e pulmao. Além de terem o pior prognéstico, os doentes sofrem também
com uma péssima qualidade de vida, e ocorrem eventos como dor 0ssea e fraturas
sendo necesséaria uma forte atuacdo para prevenc¢ao da evolucdo desta doenca e uma
melhor qualidade de vida dos doentes (QUINN et al., 2014).

1.2 Rhinella diptycha (Rhinella schneideri)

O Brasil detém, especialmente na Amazénia uma grande diversidade de
anfibios identificados de um total prevalente nos tropicos, entre essas espécies, a
Rhinella diptycha (figura 2) antes denominada como Rhinella schneideri, também ja
denominada como Bufo paracnhemis, é a espécie mais comumente encontrada. Ele
um anfibio noturno e terrestre que apresenta pele seca e aspera, possui habitos de
escavacao e suas atividades noturnas permitem que R. diptycha viva em regides mais
secas da América do Sul (AMPHIBIA WEB, 2000; LAVILLA; BRUSQUETTI; 2018;
NORMAN, 1994; FROST, 2021; MACIEL; COLLEVATTI; COLLI; SCHWARTZ, 2010).
Alguns exemplares de Rhinella diptycha foram capturados na regidao do cerrado e
apos analise de sua secregdo cutanea foram detectados alguns bufadienolideos (um
esteroide de origem animal, que é produzido por diversos bufonideos em forma de
veneno), e essas moléculas também estdo presentes no Chan-Su (um medicamento
tradicional chinés usado como anestésico topico e medicacdo cardiaca) (CUNHA-
FILHO et al., 2010).
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Figura 1 - Rhinella diptycha (Rhinella schneideri).

Fonte: imagem do autor 2023.
Imagem representativa do anfibio do género Rhinella sp.

O Chan-su, desenvolvido a partir da pele e das glandulas parotoides do sapo
asiatico Bufo gargarizans ou do Bufo melanostictus schneider, ambos da familia
Bufonidae e cujo principal componente € a Bufalina, também chamado de Senso, é
um farmaco, usado ha muitos anos na China, e em outros paises asiaticos, por
promover efeito cardiotbnico, diurético, anddino, agente hemostéatico, anti-
inflamatdrio, anestésico e antineoplasico (QI et al., 2011; CHEN; KOVARIKOVA,
1967).( GOWDA, R. M.; COHEN, R. A;; KHAN, I. A, 2003).

A escolha da secrecao do anfibio foi baseada nas informacdes em que existem
semelhancas das moléculas encontradas na secrec¢éo cutanea da R.diptycha com as
presentes no Chan-su, entendemos entdo que as secre¢des cutaneas de anfibios sao
fontes valorosas de informacéo para a biofarmacologia, podendo-se sintetizar novas
substancias quimioativas para possivel uso em humanos (MONTI; CARDELLO,
1994).

Baseados em estudos que demonstram semelhanca morfoldgica entre
Bufonideos (RIBEIRO; EGITO; HADDAD, 2005 apud SOUSA et al., 2006), utilizamos
agui imagens de glandulas parotoides de Rhinella jimi para uma melhor compreenséo

anatomica (figura 3).
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Figura 2 - Glandulas parotoides de anfibios.

PI00) (1600

Fonte: Adaptado de Jared et al., 2009, e Almeida et al., 2007.

(1) Visdo macroscépica de uma das glandulas parotdides de Rhinella jimi. (1a) Micrografia
estereoscoipica com detalhes da glandula; (2) Glandula parotdide seccionada no plano frontal; (3) Alta
magnitude do alvéolo mostrando a parede (setas) e fundo (asteriscos) de cada glandula; (4) Seccéo
longitudinal da glandula parotéide, as setas indicam os poros onde encontramos um “tampao epitelial”,
a letra G as glandulas de veneno, e a letra D a derme que modela as paredes da glandula (parafina;
HE).

A secrecao das glandulas granulares, ou glandulas parotoides, (situadas
atrdas do ouvido no dorso) defende o animal, passivamente, contra predadores
(BRAZIL; VELLARD, 1950) isso ocorre quando o animal se sente ameacado, entao
ele infla o corpo fazendo com que as glandulas parotoides parecam maiores e atuem
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como airbags contra ataques de predadores (JARED et al., 2009; REGIS-ALVES et
al., 2017). Ja a secrecao de glandulas mucosas mantem a hidratagcéo e auxiliam nas
trocas gasosas, garantindo sua sobrevivéncia em ambientes mais rudes. Essas
glandulas estéo localizadas ao longo de todo o corpo do animal (BRAZIL; VELLARD,
1926)

As glandulas da pele produzem muco, peptideos, aminas biogénicas,
esterdides (moléculas hidrofébicas) e alcaldides (moléculas hidrofilicas) que,
farmacologicamente, podem ser substancias neurotoxicas, cardiotéxicas,
hemotdxicas ou miotdxicas e podem provocar anestesia, hipotensdo e/ou efeitos
hipertensivos (SAKATE; LUCAS DE OLIVEIRA, 2000).Estudo utilizando zebrafish
demonstrou que componentes hidrofilicos presentes na secrecao cutanea do sapo
Bufo bufo gargarizans Cantor e Bufo melanostictusSchneider, foram os principais
responsaveis por atividade anti inflamatoéria induzida (ZHANG, Yu et al. 2018) também
foi verificada neurotoxicidade causada por uma fracao isolada do extrato metanoico
do veneno, observou-se efeitos de facilitagdo e bloqueio neuromuscular em pintainhos
e apenas facilitacdo em camundongos. (ROSTELATO F.S., 2011)

A composicao do contetdo glandular sofre influéncia direta da alimentacao do
animal assim como do metabolismo de bactérias que colonizam as glandulas,
conferindo transformagdes que contribuem com a diversidade estrutural de
metabdlitos, produzindo moléculas como bufadienolides, por exemplo que € uma
molécula denominada de glicosideo cardiaco com atividade inibitéria da enzima
Na+/K+ ATPase (HAYES et al. 2009; STEYN; HEERDEN, 1998) Em um estudo que
foi associado analise de RNA-seq com sequenciamento de proteinas, foi observado
a presenca de proteinas e peptideos antimicrobianos como brevininas, peroniinas ,
buforinas , PLA 2, lectinas e galectinas, sendo a maioria dos transcritos relacionada
a funcéo de limpeza.(SHIBAO, P.Y.T. et al, 2018).
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1.3 ConsideracOes gerais

O processo de formacgéo dos OCs esta inserido no contexto de formacéao
0ssea que € muito complexo, portanto podemos definir o OC como um modelo de
estudo interessante para realizar busca de alvos terapéuticos moleculares tendo em
vista relacdo direta dessa célula com diversas patologias ésseas supra citadas, e
também pelos efeitos adversos variados causados por farmacos utilizados em caso
de doencas Osseas que comprometem outros sistemas metabdlicos, sendo
necessario o desenvolvimento de novas moléculas para vias mais especificas (Bl et
al., 2017).

Os bifosfonatos estdo entre os medicamentos mais comumente utilizados
atualmente em patologias onde existe excesso de reabsorcdo 6ssea sendo este 0
grupo de farmacos mais conhecido com atividade sobre osteoclastos (DRAKE;
CLARKE; KHOSLA, 2008). A osteonecrose em maxilares induzida por bifosfonatos
(ONMB) foi identificada em 2003, em pacientes usuarios de pamidronato ou
zoledronato, descrevendo as lesGes como efeito adverso grave decorrente do uso.
Desde entdo, a ONMB é considerada um efeito adverso de impacto entre os pacientes
que fazem uso destes medicamentos (MARX, 2003).

O nosso grupo estabeleceu e validou protocolo de diferenciacdo de pré OCs a
partir das células humanas mononucleares do sangue periférico (PBMCs do inglés
peripheral blood mononuclear cells). Este modelo tem sido utilizado para estudos
sobre o efeito de venenos e secrecdes cutaneas de animais na busca de novos alvos
terapéuticos em doencas articulares e 6sseas. Este modelo apresenta uma grande
vantagem sobre outros modelos celulares por ser um modelo fisiol6gico uma vez que,
a diferenciacédo dos OCs ocorre na presenca dos outros tipos celulares, como linfocito
por exemplo. Nos permite analisar o efeito de substancias ao longo da diferenciacao
de OCs e seus pontos criticos, que sao: geracao do precursor de OCs do dia zero até
0 quarto dia, formacdo de policariontes fundidos imaturos do quarto dia até
aproximadamente o sexto dia e formagao / maturagdo de OCs multinucleados do dia
seis até o décimo quinto dia (REEDY; ROODMAN, 1998).

Utilizando este mesmo modelo de cultivo fisiologico 0 nosso grupo de pesquisa
ja demonstrou com o veneno bruto de B. moojeni que as concentracdes de 5,0 pg/mL,
0,5 pg/mL, 0,05 pg/mL, e suas fracbes LMM (Low Molecular Mass) e HMM (High
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Molecular Mass), foram capazes de reduzir a formacdo de OCs maduros, sem
interferir na viabilidade celular (D’AMELIO et al., 2021).

O presente projeto utiliza 0 modelo experimental de osteoclastogénese para
avaliacao dos efeitos das secrecdes cutaneas de Rhinella diptycha no processo de
formacao dos OCs in vitro. Esse projeto é derivado do Programa FAPESP de Centros
de Pesquisa em Engenharia/Centros de Pesquisa Aplicada (processo 2015/50040-4),
gue usa o modelo bem-sucedido do Programa Especial CEPID (Centros de Pesquisa,
Inovacgao e Difusdo), no qual ha uma empresa parceira co-financiadora da pesquisa
(GlaxoSmithKline — GSK), fortemente motivada para participar da definicdo dos temas
focais a serem investigados, a participar ativamente dos projetos de pesquisa, e para

usar os resultados obtidos com o centro

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar a influéncia da secrecéo cutanea bruta do anfibio Rhinella diptycha

e suas fracdes hidrofilica e hidrofébica no processo de osteoclastogénese do OC.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade celular pés interferéncia de diversas concentracdes de
secrecdo cutanea e de suas fragdes tanto em 24 horas (PBMCs) quanto 15
dias (osteoclastos) de cultivo.

¢ Quantificar o numero dos OCs sob influéncia da secrecdo de Rhinella diptycha,
ou fragoes.

e Avaliar a multinuclearidade dos OCs classificando-os em células com dois, de
trés a cinco e com mais do que cinco nucleos.

e Verificar a formagdo de anéis de F-actina (caracteristica fenotipica dos
osteoclastos)

e Fracionamento da secrecao bruta em fases hidrofilica e hidrofébica


http://www.fapesp.br/cpe/
http://www.fapesp.br/cpe/
http://cepid.fapesp.br/home/
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolamento e diferenciacdo de PBMCs

As PBMCs foram isoladas por método de centrifugacdo em gradiente de
densidade por histopaque (densidade 1,077 g/ml — Sigma Adrich). Para isso, foram
coletados aproximadamente 20 mL de sangue em seringas com heparina sodica
(Hemofol 5.000Ul/mL — Cristalia) por meio de puncédo venosa na fossa cubital de
voluntarios saudaveis do sexo masculino com idade entre 25 e 40 anos (Plataforma
Brasil/CEP 1.806.596). O sangue foi diluido em tampédo fosfato-salino (do inglés,
Phosphate Buffered Saline — PBS) pH 7,4, na proporgéo de 1:1. Em seguida, o sangue
foi acondicionado em tubo coénico contendo histopaque, na propor¢ao 1:3. Esse
material foi centrifugado a 400 x g por 20 minutos (Sorvall Legend X1R Centrifuge-
ThermoFicher Scientific). Posteriormente, as células foram lavadas 2x em Tampé&o
fosfato-salino pH 7,4 e ressuspendidas em 1 mL de meio de diferenciacédo: a-MEM,
pH 7.4(MEM Alpha 1x L-Glutamina[+]), 10% soro fetal bovino (SFB Gibco — Standard
Brasil) - Suplementado com: 25 ng/ml de M-CSF humano (R&D Systems >97% purity
- Mineapolis-USA), 50 ng/ml de RANKL humano(TRANCE,R&D Systems >90%
Mineapolis-USA) 5ng/ml de TGF-B1 humano(R&D Systems >97% Mineapolis-USA) e
1 UM de dexametasona(Sigma-Aldrich D4902-25mg, Aldrich Brasil). Uma aliquota da
suspensao de células foi diluida na proporcédo 1:10 em solucao de Turk para contagem
de células viaveis em microscépio 6ptico (Nikon Eclipse Ts2R) com auxilio da camara
de Neubauer. Para os testes de diferenciacdo de osteoclastos, foram plagueadas
6x10° PBMCs/1,9 cm? e cultivadas em 200uL de meio de diferenciacdo com as
concentracOes da secrecdo em placas de 96 pocos transparente fundo chato (Corning
Incorporated — Maine USA), sendo a manutencao realizada duas vezes por semana
com substituicdo de 50% do volume do meio durante 15 dias. No grupo controle, as

células foram mantidas exclusivamente em meio de diferenciagcéo ja descrito acima.



43

Condicdes Experimentais:

Em uma primeira fase testamos a secrec¢éo cutanea bruta de Rhinella diptycha,
diluida em soro fisiolégico a 0,9%, que foi adicionada a cultura celular no 4°, 7°, 11° e
14° dias ap0s a inducao da diferenciacdo, nas concentragfes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL,
0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL, todos com réplica técnica.

Dando continuidade ao projeto testamos as fracGes hidrofobica e hidrofilica
obtidas da secrecao bruta. Seguimos o mesmo protocolo de diferenciagéo e estimulo
e mantivemos as concentracdes da secrec¢ao bruta.

Controle: PBMCs mantidas em meio de cultura, com 10% SFB e fatores de
diferenciacéo para osteoclastos durante 15 dias, com substituicdo de 50% do volume
do meio de cultura 2 vezes por semana.

Grupos Testados: PBMCs mantidas em meio de cultura com 10% SFB e
fatores de diferenciacdo durante 15 dias, com substituicdo de 50% do volume do meio
de cultura 2 vezes por semana. Sendo as interferéncias realizadas com secrecéo
bruta de Rhinella diptycha nas concentracdes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL,
0,125 ng/mL e 0,05ng/mL ou suas fragdes, realizadas em todos os dias de troca do
meio de cultura, para a manutencdo das concentracdes estabelecidas para a
realizacdo desse estudo.

Controle Negativo: PBMCs mantidas em meio de cultura, com 10% de SFB,
SEM fatores de diferenciagcéao durante 15 dias, com substituicdo de 50% do volume do
meio de cultura 2 vezes por semana. Dessa maneira, ndo promovemos a

diferenciacéo celular, porém mantemos a viabilidade das células em cultura.
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Figura 4 — Protocolo de diferenciacéo.

Protocolo de diferenciacdao de Osteoclastos

Controle Negativo
aMEM + 10% FBS

Dia Dia
Controle Positivo
aMEM + 10% FBS + RANKL [50ng/mL] + M-CSF [25ng/mL] + TGF-B1 [Sng/mL] + 1uM Dexametasona
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Veneno bruto de
Rhinella schneideri

v https./fsib.gob.ar/especies/rhinallz-schneidari

Esquema representativo do protocolo de diferenciagcéo utilizado no experimento
Fonte: Préprio autor, 2023.

Revestimento com coladgeno: Objetivando uma melhor imagem fotografica,
foi testado o cultivo celular sobre uma camada de colageno onde pipetamos 100puL
por poco de solucdo de colageno na concentracdo de 10 uM em placa de 96 pocos,
colocamos em estufa 37° C com 5% CO2 por 1 hora, lavamos duas vezes e
mantivemos com tampao Phosphate Buffered Saline (PBS) até a hora do cultivo. Nao
observamos diferenca morfolégica que justificasse acrescentar mais essa etapa.

Dexametasona: classificada como glicocorticoide, importante mediador da
resposta ao estresse, regulando tanto a homeostasia da glicose quanto o sistema
imune é amplamente aplicada na clinica como anti-inflamatorio, inibe a liberagéo de
citocinas e, portanto, diminui a acdo das interleucinas 1, 2 e 6, e do TNF-a. A regulagéo
local da liberacéo de citocinas € de suma importancia para o recrutamento e a ativagéo
dos leucadcitos e a ruptura desse processo de sinalizacao inibe acentuadamente a

funcd@o imune. (GOLAN et al., 2009; pag. 465).Foi testado experimentos com meio de
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cultivo sem a presenca da Dexametasona para analisarmos uma possivel

interferéncia na acdo da secrecao hidrofobica.

3.2 Secrecao cutanea de Rhinella diptycha

A secrecdo cutanea da espécie Rhinella diptycha foi cedida pela Policia
Federal, analisada e identificada no Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan pela equipe do Prof. Dr. Daniel Carvalho Pimenta (BARROS, 2017).

3.2.1 Secrecéo cutanea bruta

A secrecao cutanea liofilizada, foi reconstituida com solugéo fisiologica 0,9%
estéril e apirogénica, na concentracdo de 1 mg/mL.

3.2.2 Fracdes hidrofilica e hidrofobica da secrecdo cutanea

Fracionamos a secrecao bruta através da técnica de particao liquido-liquido
com &gua ultrapura e Diclorometano (DCM), e denominamos as fases em hidrofébica
e hidrofilica [Img/mL], que foram congeladas e mantidas liofilizadas até seu uso. Para

testar hidratamos com solucao fisiologica 0,9%.

3.3 Teste de viabilidade celular (CCK8)

O ensaio foi realizado utilizando o reagente Cell Counting Kit-8 (Merck) em
placa de 96 pocos onde o sobrenadante da cultura celular foi substituido por uma
solucéo composta por meio de cultura e 10% SFB contendo o reagente na proporgao
de 1:10. Neste procedimento o reagente € biorreduzido por desidrogenases celulares
em formazan conferindo cor laranja ao meio de cultura de células. A quantidade de
formazan produzida é diretamente proporcional ao niumero de células viaveis.

Apos 2 horas de incubacao a 37°C em ambiente umidificado, foi possivel inferir
a viabilidade celular, através determinacédo da densidade 6tica em espectrofotbmetro

com comprimento de onda de 450nm em espectrofotobmetro (Infinite M. Plex —
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Tecan.RChisto). Este ensaio foi realizado nos prazos de 24 horas e 15 dias apés o

plagueamento de PBMCs.

3.4 Deteccéao de anel de F-actina

A fim de verificar a formacéo dessa caracteristica estrutural dos osteoclastos,
foi realizada marcacao com Faloidina associada ao fluoroforo Alexa Fluor 488 (Sigma-
aldrich)(Life Technologies, EUA), uma micotoxina do grupo das phallotoxins,
produzida pelos cogumelos Amanita phalloides, cuja estrutura apresenta afinidade por
filamentos de actina (COOPER, 1987). No 15° dia de cultivo, as células foram fixadas
com solucédo de paraformaldeido [3,7%] (Sigma) por 20 minutos, e posteriormente
lavadas com tampéao PBS pH 7,4 e permeabilizadas com solugéo Triton X-100 [0,1%]
(Sigma-Aldrich) por 5 minutos. Apos lavagens, foi realizada marcacdo com Faloidina
[25mM] por 30 minutos e marcacdo com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)
(Vectashield), que emite fluorescéncia azul ao se ligar as regiées AT do DNA, pelo
tempo de 5 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. A deteccédo da
fluorescéncia e a captura de imagens foi possivel utilizando microscépio de

fluorescéncia TSi Nikon.

3.5 Coloracao de TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato)

Com a conclusao do periodo de diferenciacdo, o meio de cultivo foi aspirado e
as células foram lavadas 3x com PBS. A fixacdo das células foi realizada adicionando
a solucéo contendo 25,5% de solucéo Citrato (Acido Citrico 18 mM, Citrato de sodio
9 mM, Cloreto de sédio 12 mM e surfactante pH 3,6 + 0.1), 66.3% de acetona e 2.9%
de formaldeido por 30 segundos em temperatura ambiente. Previamente foi preparada
a solucédo TRAP (de acordo com as instru¢cdes do fabricante Kit Sigma-Aldrich) e
aquecida a 37° C. Apos a fixagéo as células foram lavadas suavemente 3x com PBS
e incubadas em solugéo TRAP por 1 hora a 37 °C. A solucédo TRAP foi aspirada e as
células novamente lavadas 3x com agua deionizada pré-aquecida a 37°C e os ndcleos
corados com Solucdo de Hematoxilina de Gill n° 3, por 1-2 minutos em temperatura

ambiente. O processo de coloracdo foi finalizado lavando as células com &agua
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alcalina, evidenciando a contra coloracdo, permitindo a andlise de células

diferenciadas em microscopia de luz.

3.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste One way ANOVA com teste
Tukey’s post-hoc, usando o software the GraphPad® Prism 7.0 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). Valores de p<0,05 sdo considerados estatisticamente

significantes.

3.7 Fracionamento da secrecao cutanea de Rhinella diptycha

O uso de amostras purificadas ou fracionadas a partir do extrato bruto original
€ uma estratégia eficaz para triagem considerando a complexidade molecular do
extrato original, assim como pode diminuir o tempo para um futuro isolamento de
principio ativo. (ELDRIDGE et al., 2002; ABEL et al.,2002).

Esse processo foi executado em RP-HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa de
sistema binario (20A Prominence, Shimadzu Co. Japan) onde as amostras foram
analisadas em coluna C18 (Gemini 5um C18 110 A LC Column 250 X 4,6 mm), com
solvente (A) acido trifluoroacético / H20O (1:1000) e (B) &cido trifluoroacético /
acetonitrila / H20 (1:900:100) em fluxo de 1 mL/min a 40° C, e gradiente de 0 a 100%

de solvente B em 35 minutos para solu¢cdo em H20.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos in vitro da secrec¢éo cutanea sobre a viabilidade celular.

A avaliacdo da possivel citotoxicidade em PBMCs foi realizada, utilizando o
método CCK8, em culturas expostas por 24 horas a diferentes concentracbes das
fracbes e da propria secrecdo cutanea bruta de Rhinella diptycha e foi possivel
constatar que a secrecao bruta promoveu reducéo estatistica da viabilidade celular
nas concentragoes de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL em 46,15% e 24,40% respectivamente

em relacdo ao grupo controle (Figura 05).

Figura 5 - Teste de viabilidade das PBMCs cultivadas durante 24 horas.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Efeito da secrecéo cutanea bruta e fracdes hidrofilica e hidrofobica na viabilidade celular das PBMCs
cultivadas por 24 horas avaliado por ensaio de CCK8.Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e
cultivadas em 200uL de meio de diferenciagéo (a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml
de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL humano, 5ng/ml de TGF-f1 humano e 1 yM de dexametasona)
em diferentes concentracfes das secre¢Bes cutaneas bruta, hidrofilica e hidrofébica em placas de 96
pocos. As células do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciagdo, sem
estimulo da secrecdo cuténea e suas fracdes. (A) Viabilidade celular do estimulo com secrecéo Bruta
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as concentracbes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. (B) Viabilidade
celular do estimulo da fracéo hidrofilica nas concentragdes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125
ng/mL e 0,05 ng/mL. (C) Viabilidade celular da fragdo hidrofébica nas concentragdes de 25 ng/mL, 2,5
ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. Dados referentes a média obtida em N=3 da viabilidade
celular onde *p<0,05 em relagdo ao grupo controle e #*p<0,05 em relacdo ao grupo experimental
secrecdo cutanea bruta [25ng/mL], analisados por One way ANOVA com teste Tukey’s post-hoc.

Para verificar o possivel efeito toxico das concentragfes estudadas, sobre
osteoclastos in vitro, induzimos a diferenciacdo das PBMCs com fatores de
diferenciacédo adicionados ao meio basal, e seguimos adicionando secrec¢ao cutanea
de Rhinella diptycha, ou fracdes da secrecdo, nas concentracées de 25 ng/mL, 2,5
ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05ng/mL, nos dias correspondentes a
manutencdo do meio de cultura celular (4°, 7°, 11° e 14° dias a partir do
plagueamento). Ao final de 15 dias, as células foram submetidas ao protocolo CCK8
sendo realizada avaliagdo de viabilidade celular, nas mesmas condi¢gbes, onde foi
possivel confirmar os efeitos citotoxicos da secrecdo cutanea bruta pela reducao
significativa da viabilidade celular nas concentracdes de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL
também nesse tipo celular, sendo que a concentracdo de 25 ng/mL apresentou um

decréscimo de 67,51% e em 2,5 ng/mL a reducéo foi de 65,95%. (Figura 06).
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Figura 6 - Teste de viabilidade celular no 15° de diferenciagdo
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Efeito da secrecao cutanea bruta e frag6es hidrofilica e hidrofébica na viabilidade celular no 15° dia de
cultivo avaliado por ensaio de CCK8.Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200pL
de meio de diferenciagéo (a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano,
50 ng/ml de RANKL humano, 5ng/ml de TGF-B1 humano e 1 yM de dexametasona) em diferentes
concentracdes das secregBes cuténeas bruta, hidrofilica e hidrofébica em placas de 96 pocgos. As
células do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciacdo, sem estimulo da
secregdo cutanea e suas fracdes. (A) Viabilidade celular do estimulo com secrecéo cutanea Bruta nas
concentracdes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. (B) Viabilidade celular
do estimulo da fragdo hidrofilica nas concentrac¢des de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL
e 0,05 ng/mL. (C) Viabilidade celular da fracéo hidrofébica nas concentracdes de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL,
0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. Dados obtidos da média de N=3 onde *p<0,05 e analisados
por One way ANOVA com teste Tukey's post-hoc.
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4.2 Efeitos da secrecado cutéanea sobre o numero e morfologia do osteoclasto

No osteoclasto ativo o TRAP esta em vesiculas transcitoticas envolvidas no
transporte de produtos de degradacdo da matriz através da célula, € proposto entéao
que as espécies reativas de oxigénio produzidos pela TRAP ajudam a destruir o
colageno e outras proteinas nessas vesiculas (HALLEN et al. 1999). Na figura 07

podemos observar essa marcacéo presente em OCs.

Figura 7 — Fotomicrografia de osteoclastos apds marcacdo com coloracdo de TRAP

Fonte: Proprio autor, 2023.

Foram plagueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200uL de meio de diferenciagdo (a-MEM,
pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL humano,
5ng/ml de TGF-B1 humano e 1 uM de dexametasona) em placas de 96 pogos.Apds o 15° dia foi relizada
marcacdo com TRAP, onde observamos (A) Celulas do poco controle cultivadas apenas com meio de
diferencia¢cdo.(B) Celulas do poco cultivadas com meio de diferenciagdo na concentracdo de 0,05
ng/mL de secrec¢do bruta.(C) Celulas do poco cultivadas com meio de diferenciacdo na concentragéo
de 0,125ng/mL de secrecdo bruta.(D) Celulas do poco cultivadas com meio de diferenciagcdo na
concentracdo de 0,25 ng/mL de secrecdo bruta. As setas brancas indicam os osteoclastos. As setas
vermelhas indicam os nudcleos dos osteoclastos

Barra de escala = 100 pm.
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Canonicamente, OCs séo classificados como células gigantes, com trés ou
mais nucleos e resistentes a coloragdo TRAP. Através do método de coloragédo
diferencial, foi possivel observar o prejuizo significativo no processo de
osteoclastogénese, inclusive em concentracdes nao citotdxicas da secrecdo cutanea,
com reducdo do numero de osteoclastos frente as concentracbes de 0,25 ng/mL
(93,32%), 0,125 ng/mL (71,87%) e 0,05 ng/mL (42,25%) em relac&o ao grupo controle
(figura 08).

Figura 8 — Grafico do niumero de osteoclastos pés tratamento

200+
7]
o —
+ 150
(qv]
O
o
L 100+
)
o
S
S 50-
< *

0
Controle 0,25 0,125 0,05

secregdo cutanea bruta
R.diptycha [ng/mL]

Fonte: Proprio autor, 2023.

Efeito da secrecdo cutanea bruta na contagem celular dos osteoclastos TRAP+. Foram plaqueadas
6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200uL de meio de diferenciagéo (a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal
bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL humano, 5ng/ml de TGF-f1 humano
e 1 uM de dexametasona) nas concentragdes da secregao bruta de 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05
ng/mL em placas de 96 pocos e apés 15° dia de cutivo marcadas com a coloracdo de TRAP. As células
do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciacdo, sem estimulo da secrecéo
cutanea bruta. Dados obtidos da média de N=3 onde *p<0,05 e analisados por One way ANOVA com
teste Tukey’s post-hoc.
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4.3 Efeitos da secrec¢ao cutanea sobre os anéis de F-actina

A F-actina é consistentemente observada em OCs e leva a alteracdes no
citoesqueleto, como a formacédo do anel de F-actina, encontrado no bordo em escova
da célula (apud KANEHISA J. et al 1990) (AKISAKA et al., 2001). Essas estruturas
desempenham um papel significativo na integridade celular, forma, motilidade e
adeséao e absorcéo. (AKISAKA et al., 2001).

Observamos a integridade do anel da actina no controle (Figura 09A) e também
nas células tratadas com a secre¢do cutanea nas concentragdes de 0,05 ng/mL; 0,125
ng/mL; 0,25 ng/mL (Figura 09B-C-D), apesar da diminuicdo do numero de OCs
estimulados com secrecdo cutanea [0,125 ng/mL e 0,25 ng/mL] em relacdo ao

controle, visto no grafico anterior (Figura 07).
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Figura 9 — Fotomicrografia de osteoclastos apdés marcacao com Faloidina conjugada
com Alexa Fluor 488.

Fonte: Préprio autor, 2023.

Foram plagueadas 6x10° PBMCs/1,9 cm? e cultivadas em 200uL de meio de diferenciagédo (a-MEM, pH
7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL humano, 5ng/ml
de TGF-B1 humano e 1 uM de dexametasona) em placas de 96 pogos. Apds o 15° dia de diferenciagéo
foi realizada marcacéo com Faloidina [25mM] conjugada com Alexa Fluor 488, onde observamos (A)
Células do poco controle cultivadas apenas com meio de diferenciacéo (B) Células do poco cultivadas
com meio de diferenciagdo na concentracdo de 0,05 ng/mL de secre¢do bruta (C) Células do poco
cultivadas com meio de diferenciacdo na concentracédo de 0,125ng/mL de secrecdo bruta (D) Células
do pogo cultivadas com meio de diferenciagéo na concentracdo de 0,25 ng/mL de secrecéo bruta As
setas brancas indicam o anel de F-actina. As setas vermelhas indicam trechos de deposicéo de F-
actina.
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4.4 Efeitos da secrec¢ao cutanea sobre o numero de nucleos

A adesédo dos pré OCs é necessaria para aumentar seu volume melhorando
assim sua funcdo reabsortiva (RIES; GONG; GUNSOLLEY, 1987), uma vez
estabelecido que existe uma correlagdo entre 0 numero de nucleos e a lacuna de
Howship (lacunas cavadas na matriz 6ssea pelos OCs), entendemos entdo que a
multinuclearidade € uma expressdo morfologica da capacidade funcional dos OCs
(PIPER;BOYDE;JONES, 1992; BOISSY et al 2002; RIES; GONG; GUNSOLLERY,
1987; ROENNFELDT et al 1998; BOISSY et al 2002). Na doenca de Paget, foram
descritos OCs com mais de 100 nucleos (GD; WINDLE, 2005).

Pudemos demonstrar que dentre as concentracdes, ndo citotdxicas, testadas
a secrecdo bruta [0,25 ng/mL] promoveu reducdo estatisticamente significativa da
formacdo de osteoclastos e essa reducdo foi proporcional quando levado em
consideracéo o numero de nucleos dessas células (Figura 10).
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Figura 10 — Contagem de células referente ao nimero de nucleos
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Efeito da secrecd@o cutanea bruta na quantificacdo e classificacdo de osteoclastos considerando o
namero de nucleos. Foram plagueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200uL de meio de
diferenciag¢édo (a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano, 50 ng/ml
de RANKL humano, 5ng/ml de TGF-B1 humano e 1 uM de dexametasona) nas concentracfes da
secrecao bruta de (A) 0,25 ng/mL, (B) 0,125 ng/mL e (C) 0,05 ng/mL em placas de 96 pogos e apds
15° dia de cultivo marcadas com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488. As células do grupo controle
foram cultivadas somente com o meio de diferenciacdo, sem estimulo da secre¢do cutanea bruta.
Dados obtidos através da contagem celular onde foram agrupadas pelo niamero de nucleos (2, 2-5 >5)
da média de N=3 onde *p<0,05 em relagdo ao grupo controle e analisados por One way ANOVA com
teste Tukey’s post-hoc.

As contagens foram agrupadas pelo numero de nucleos considerando 2

ndcleos, 3-5 nucleos e 5 ou mais nucleos. ANOVA e Tukey (p<0,05).

4.5 Influéncia da camada de colageno sobre a morfologia do osteoclasto.

Em busca de uma imagem 3D dos osteoclastos e consequentemente uma
observacdo mais definida de sua morfologia, foram realizados experimentos em placa
cujos pocos foram revestidos com coating de colageno na intencao de proporcionar a
célula uma condi¢cdo mais proxima a fisiologica, pois o colageno tipo | € amplamente
distribuido e é a principal proteina estrutural do osso, onde representa 90% da matriz
proteica. (ZHAO; JIA; XAO,2009).
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Realizado o experimento, ndo houve diferenca entre as imagens das culturas
com e sem colageno que justificasse aumentarmos mais uma passagem na

preparacao, seguimos entdo com o protocolo padréo (Figura 11).

Figura 11 - Morfologia do osteoclasto com presenca de colageno

Fonte: Préprio autor, 2023.

Fotomicrografia de osteoclastos cultivados em placa com e sem revestimento de coldgeno apés
marcacdo com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488. Foram plaqueadas 6x10° PBMCs/1,9 cm? e
cultivadas em 200uL de meio de diferenciagao (a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml
de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL humano, 5ng/ml de TGF-B1 humano e 1 yM de dexametasona)
em placas de 96 pogos com e sem revestimento de colageno. Apos o 15° dia de diferenciacéo foi
realizada marcacdo com Faloidina [25mM] conjugada com Alexa Fluor 488, onde observamos (A)
Células do pocgo controle cultivadas apenas com meio de diferenciacdo (B) Células do poco controle
cultivadas com meio de diferenciagdo em placa com coating de colageno aderida no fundo. (C) Células
do poco controle cultivadas apenas com meio de cultura sem fatores de diferenciacdo. (D) Células do
poco controle cultivadas com meio de cultura sem fatores de diferenciagdo com coating de colageno
aderida ao fundo.
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4.6 Efeito da auséncia de Dexametasona no meio de diferenciacdo dos
osteoclastos

De acordo com protocolo estabelecido, a dexametasona é um importante
mediador no processo de osteoclastogénese in vitro. Para avaliarmos alteracdes nos
parametros estudados, por possivel associacdo de componentes da secre¢do de
Rhinella diptycha com dexametasona, foram realizadas culturas de PBMCs com
privacdo desse elemento. Assim, pudemos comprovar que ha auséncia de
dexametasona, e sem acao correspondente de possiveis componentes da secre¢cao
cutdnea, ndo foi possivel a diferenciagdo dos precursores em osteoclastos,

inviabilizando o estudo de osteoclastogénese in vitro (figura 12).

Figura 12 — Morfologia da PBMC na diferenciacdo com e sem dexametasona.

Fonte: Préprio autor, 2023.

Fotomicrografia de osteoclastos cultivados em placa com e sem adi¢cdo de dexametasona no meio de
cultura com diferenciadores para osteoclasto apds marcagdo com Faloidina conjugada com Alexa Fluor
488 e DAPI. Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200uL de meio de diferenciacéo
(a-MEM, pH 7.4, 10% soro fetal bovino (SFB) + 25 ng/ml de M-CSF humano, 50 ng/ml de RANKL
humano, 5ng/ml de TGF-$1 humano com e sem 1 uM de dexametasona) em placas de 96 pocos. Apés
0 15° dia de diferenciacao foi realizada marcacdo com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 e
DAPI, onde observamos (A) Células do pogo controle cultivadas apenas com meio de diferenciagdo
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com Dexametasona. (B) Células do poco controle cultivadas apenas com meio de diferenciacao sem
Dexamtasona. (C) Células do poco cultivadas com meio de diferenciacio com Dexametasona na
concentracao de 0,25 ng/mL da fragdo hidrofobica da secrecao cutanea da R. diptycha (D) Células do
poco cultivadas com meio de diferenciacdo sem Dexametasona na concentracdo de 0,25 ng/mL da
fracdo hidrofobica da secrecéo cutdnea da R. diptycha

4.7 Fracionamento da secrecao cutanea de Rhinella diptycha

O maior beneficio do RP-HPLC é a possibilidade da utilizacao de diferentes
tipos de fases estacionarias e fases moveis. Presentes em varias amostras bioldgicas,
o esteroides demandam técnicas analiticas de alta sensibilidade para quantificacao e
deteccdo onde as técnicas cromatogréaficas se encaixam perfeitamente bem (JEVRIC,
et al 2017) Para melhor compreender os componentes da secrecdo cutanea assim
como tentar refinar os estudos buscando a fracdo que poderia ser responsavel pelos
efeitos registrados no estudo da secrecédo bruta, utilizamos a técnica de RP-HPLC
para confirmar o protocolo de separacéo liquido-liquido dos componentes da secrecao
cutanea bruta, em fracdo hidrofilica que corresponde a 24% da secrecédo bruta, e,

fracdo hidrofébica que corresponde a 3% do total da secrecéo bruta(Figura 13)
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Figura 13 - Perfis cromatograficos das secre¢Bes cutdneas bruta, hidrofilica e
hidrofébica e perfil comparativo entre as cromatografias.
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Perfil cromatografico da secre¢cdo cutanea bruta (A), fracdo hidrofilica (B), fracdo hidrofébica (C)
analisada em coluna C18 (Gemini 5um C18 110 A LC Column 250 X 4,6 mm), com solvente (A) acido
trifluoroacético / H20 (1:1000) e (B) acido trifluoroacético / acetonitrila / H20 (1:900:100) em fluxo de 1
mL/min a 40° C, e gradiente de 0 a 100% de solvente B em 35 minutos para solucdo em H20, em RP-
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa de sistema binério (20A Prominence,
Shimadzu Co. Japan). (D) Perfil comparativo entre as cromatografias da secrecéo bruta (preto), fracdo
hidrofilica com picos em destaque A e B (em vermelho) e fracdo hidrofébica com pico em destaque C
e D (em azul).
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5. DISCUSSAO

A extensa revisdao da literatura existente sobre toxinas produzidas por esta
familia revelou que duas espécies comuns de sapos asiaticos, Bufo gargarizans e
Duttaphrynus melanostictus, produzem os remédios anticancerigenos conhecidos
como Chan Su e Senso e seus principais componentes quimicos biologicamente
ativos sao glicosideos cardiacos esteroidais, tais como bufalina, resibufogenina,
cinobufagina, cinobufotalina, marinobufagina, bufotalin, e alcaldides inddlicos
(bufotenina, bufotenidina, cinobufotenina e serotonina) (SU et al, 2003). (CHAO;
DANG; WEI; HUI 2013). Outra preparacdo usada para tratar cancer e hepatite,
Huachansu ou Cinobufacini, € regulamentada pela Chinese State Food and Drug
Administration (SFDA) (ISO90020), (QI, et al 2010). No Brasil € comum a pratica de
protocolos etnoveterinarios como o uso de intestinos de Rhinella schneideri em
equinos para tratar o parasita Habronema muscae (SOUTO et al 2011). Apenas uma
pequena proporcao das mais de 580 espécies da familia Bufonidae foi examinada
pelos cientistas. A maioria dos produtos quimicos produzidos na pele de sapos o0s
protege contra predadores (RODRIGUES et al 2017).

As secrecdes cutaneas sdao uma importante fonte de moléculas bioativas. Por
exemplo, as secrecdes pertencentes aos géneros Xenopus, Silurana, Hymenochirus
e Pseudhymenochirus da familia Pipidae sdo uma rica fonte de peptideos de defesa
do Hospedeiro com varios graus de atividade antimicrobiana e citotoxicidade para
células de mamiferos (CONLON, MECHKARSKA 2014).

A remodelacéo 0ssea que ocorre ao longo da vida € um processo fisiologico e
necessario para renovacdo do esqueleto mantendo e até melhorando a resisténcia
0ssea. A interrupcao da remodelagéo 6ssea por doencas como a osteoporose resulta
de um desequilibrio entre a formacao 0ssea pelos osteoblastos e a reabsor¢céo pelos
osteoclastos (BOYCE et al 2012). Portanto um modelo que permita simular a
remodelacdo Ossea in vitro é de grande importancia para prosseguirmos os estudos
sobre atividade dos OCs (SUSA et al 2004). Os inibidores dos OCs, por exemplo,
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podem reduzir significativamente a frequéncia e retardar o tempo até o inicio de
eventos relacionados ao esqueleto em pacientes com metastases 6sseas de uma
ampla variedade de cancer. O principal mecanismo de formacéo de OCs é 0 processo
de diferenciacdo que inclui geracdo de pré-osteoclastos a partir de precursores
mieloides, formacdo de osteoclastos competentes por fusdo de pré-osteoclastos e
formacdo das ceélulas multinucleadas seguida pela maturagdo, polarizacdo dos
osteoclastos (Hobolt-Pedersen et al., 2013; Sge et al., 2020). Portanto, escolhemos a
multinuclearidade como um dos parametros morfologicos para avaliar o efeito da
secrec¢ao bruta na morfologia dos OCs.

Neste projeto visamos avaliar a capacidade de atividade da secre¢éo cutanea
bruta e suas fracdes (hidrofilica e hidrofébica) da Rhinella diptycha na modulagéo da
osteoclastogénese utilizando o modelo dos OCs humanos obtidos a partir de PBMC.
As drogas séo desenvolvidas a partir de compostos complexos, por isso partimos da
testagem da secrecao bruta e suas fragdes, seguido da purificacdo dos compostos
complexos que por fim permitira isolar a molécula que possui atividade sobre Ocs, que
€ Nosso objetivo de longo prazo.

Os principais resultados obtidos até agora foram em relagdo a concentracdo
utilizada no modelo de osteoclastos, inibicdo da diferenciacdo, contagem de células
TRAP+, morfologia dos osteoclastos e anéalise da multinuclearidade dos osteoclastos.

Primeiramente buscamos as concentracfes ndo toxicas para precursores de
OCs e para OCs maduros, mas que induziram algum efeito na osteogénese.
Demonstramos que as concentragdes de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL da secrecao cutanea
bruta induziram a toxicidade em PBMC apds 24 horas e 15 dias de cultivo, resultados
obtidos pelo método CCK8. Dando seguimento, foram realizados novos experimentos
com concentracfes menores 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. Em seguida
utiizando estas mesmas concentracdes avaliamos a formacdo dos nucleos
multinucleados e a maturidade dos OCs tratados com a secrecado bruta utilizando a
coloragdo TRAP, que € uma enzima da familia das fosfatases acidas e se localiza
intracelularmente dentro do compartimento lisossomal de osteoclasto, macréfagos e
células dendriticas, e é utilizada como um marcador histoquimico da atividade
osteoclastica (HABERMANN et al., 2007).

Realizamos ainda a contagem do numero de nudcleos dos OCs que foram

marcados com DAPI para coloracdo de acido nucleico e observagdo da morfologia
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dos OCs através da marcacdo por Faloidina associada a Alexa Fluor 488 (Life
Technologies, EUA). Esta marcacao permite identificar estruturas Unicas de actina
formadas pelos OCs localizadas na periferia da célula onde se organizam em forma
de anel durante sua maturacdo terminal, estando envolvida diretamente com a
capacidade de reabsorcao 6ssea (JURDIC; SALTEL; CHABADEL; DESTAING, 2006).

Como hipétese do efeito causado pela secre¢cdo cutédnea, o que observamos
em nosso modelo, estd embasado em estudos ja publicados que apresentam ensaios
com compostos similares as da secrecao testada, como por exemplo, a espécie
Sinomenium acutum (Menispermaceae), uma planta trepadeira caducifélia nativa da
Coreia, Japdo e China, usada na medicina chinesa. E conhecida na literatura, a agdo
anti osteoclastogénica de alcaloides de extrato de rizoma de Sinomenium acutum em
osteoclastos derivados de macréfagos de medula 6ssea de camundongo (LEE, J. Y.
et al., 2016). E também, que a Harmina, um alcaloide B-carbolina presente em varias
plantas, como a Peganum harmala (arruda siria) e Passiflora incarnata (passiflora),
que sao muito comumente usados em medicamentos populares (ALLEN;
HOLMSTEDT, 1980; CAO et al., 2007) que inibem a osteoclastogénese suprimindo
as expressoes de c-Fos e NFATcl induzidas por RANKL prevenindo a reabsorcao
O0ssea em culturas de células RAW264.7 e 6rgdos de camundongos ovariectomizados
(LEE, J.-W. et al., 2010).

A secrecdo cutanea do sapo Rhinella diptycha possui duas classes majoritarias
de moléculas em sua composicdo, as aminas biogénicas e os esteroides (TOLEDO;
JARED 1995).A comparacao dos cromatogramas nos permitiu confirmar a eficacia da
técnica de particdo liquido-liquido, pelo aumento da intensidade dos picos de
moléculas hidrofilicas na fracédo hidrofilica (Agua) e aumento da intensidade dos picos
de moléculas hidrofébicas na fracéo hidrofébica (Diclorometano) , pois na composicao
da secrecdo cutdnea e secrecdo da glandula parotoide dos anfibios podemos
encontrar aminas biogénicas, alcaloides, esteroides e peptideos(CLARK 1997) e
moléculas que possuem algum grau de carater hidrofébico, como proteinas, peptideos
e acidos nucléicos, podem ser separados por cromatografia de fase reversa com

excelente recuperacéo e resolugédo (RENLUND et al 1993).
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6. CONCLUSAO

Analisando os resultados dos nossos experimentos podemos concluir que:

+ Utilizando o método CCK8, detectamos que as [25ng/mL e 2,5ng/mL] da
secrecdo bruta diminuiram a viabilidade das PBMC e também da
populacao de células no 15° dia de diferenciacao.

+ Curiosamente as fragGes hidrofilica e hidrofébica da secrecdo bruta
nestas mesmas concentracdoes [25ng/mL e 2,5ng/mL] nao houve
diminuicdo da viabilidade das PBMC e das células no 15° dia de
diferenciacao.

+ A fracdo hidrofébica [25ng/mL] favoreceu significativamente a formagao
de osteoclastos.

+ Relembrando que a multinuclearidade é uma caracteristica dos
osteoclastos, observamos que a quantidade dos osteoclastos
multinucleados diminuiu com a interferéncia da secrecdo bruta
[0,25ng/mL]

+ Utilizando a coloracdo de TRAP, que é um marcador bioguimico de
funcdo dos osteoclastos, verificamos que a secrecdo bruta [0,25ng/mL
e 0,125ng/mL] diminuiu 0 numero de osteclastos enzimaticamente
ativos.

+ Nao observamos melhor significativa de imagem da célula com adicéo
de Coating de coladgeno, e na auséncia de Dexametasona ndo houve
diferenciacdo das PBMCs em osteoclastos.

+ A coloracdo dos anéis de Actina nao foi decisiva em apontar alguma
evidencia nos grupos experimentais, o que nos leva a utilizacado de mais

métodos conclusivos.

Nossa pesquisa € baseada em trabalhos onde a secrecdo e suas fracdes ja
séo utilizadas, em outros modelos e inclusive em terapias humanas (SCHMEDA-
HIRSCHMANN, et al., 2014; PATWARDHAN et al 2005) nos dando subsidios para

estudos e desenvolvimento para inovacdes nessa area.
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