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RESUMO 

 

SHIGA, Elisa Hiromi. Estudo da influência da secreção cutânea do anfíbio Rhinella 

diptycha (Rhinella schneideri) sobre o processo de formação in vitro de osteoclastos. 

2023. 65 p. Dissertação (Mestrado em Ciências - Toxinologia) – Instituto Butantan, 

São Paulo, 2023. 

 

Os osteoclastos (OCs) são células multinucleadas, especializadas em 

reabsorver a matriz óssea calcificada. OCs se derivam de células precursoras 

hematopoiéticas e podem ser gerados in vitro pela estimulação de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) com as citocinas M-CSF e RANKL.  

Ativação anormal dos OCs ocorre em patologias como osteoporose, artrite 

reumatoide, osteoartrite, doença periodontal, doença de Paget, cânceres metastáticos 

e outras, causando morbidade e promovendo limitações físicas. A inflamação crônica 

leva à secreção de muitas citocinas pró-inflamatórias e RANKL entre elas. Estas 

citocinas são as principais responsáveis pela ativação dos osteoclastos e 

subsequente destruição óssea. O envenenamento, causado por diferentes espécies 

animais (abelhas, rãs, escorpiões, cobras etc.), é conhecido também por induzir um 

processo inflamatório local e agudo. O efeito dos venenos destes animais na 

diferenciação, maturação e degeneração dos OCs é desconhecido. Para melhorar a 

compreensão da fisiologia dos OCs, e de uma possível interferência em seus 

processos de formação e função, utilizamos um modelo de diferenciação a partir das 

PBMCs humanas. As PBMCs foram induzidas para diferenciação osteogênica 

utilizando o protocolo de rotina. Em seguida tratamos as PBMCs com a secreção 

cutânea do anfíbio Rhinella dypticha (Rhinella schneideri) para avaliar o seu efeito no 

processo de diferenciação dos OCs que pode ser dividida em três fases, pré-

osteclastos, OCs e OCs maduros multinucleados. Quando utilizamos a secreção 

cutânea do anfíbio nas concentrações de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL observamos a 

diminuição estatisticamente significativa na viabilidade dessas células.  

Adicionalmente mostramos que, as concentrações mais baixas de 0,25 ng/mL e 0,125 

ng/mL embora não tenham sido tóxicas induziram a diminuição de formação dos OCs  

 



                                                

 
 

 

 

que foi evidenciado pela Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) positivo que 

é um marcador de OCs maduros. Já com a marcação com Faloidina conjugada, vimos  

que a concentração de 0,25 ng/mL afetou a formação dos OCs multinucleadas devido 

a diminuição do número de células de 2 e de 3 - 5 núcleos. Os resultados obtidos 

sugerem a presença de moléculas na secreção cutânea de Rhinella diptycha que 

influenciam a diferenciação de OCs in vitro diminuindo a formação dos OCs TRAP 

positivas – maduras e afetam o processo de formação das OCs multinucleadas de 2 

a 5 núcleos.  

 

 

Palavras-chave: Osteoclastos. Rhinella schneideri. Rhinella diptycha. Secreção 
cutânea. PBMC. Osteoclastogênese. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                

 
 

 

 
 
 

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, São 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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INTRODUÇÃO 

 

Em dez anos a parcela de pessoas com 60 anos ou mais passou de 11,3% 

para 14,7% da população, sendo observado assim um crescimento de 39,8% do 

contingente dessa faixa etária no período. Entre os idosos, destaca-se a expansão da 

participação daqueles de 65 anos ou mais, que atingiu 10,2% da população total em 

2021(IBGE, 2012/2021). Com esse aumento da expectativa de vida do brasileiro, 

doenças como a osteoporose tornam-se mais prevalentes (YAVROPOULOU;YOVOS, 

2008), não só ela mas também a Doença de Paget, osteoartrite e outras mais. Estas 

doenças são debilitantes e acometem os ossos que é um tecido responsável pela 

sustentação e movimentação do nosso corpo, proteção dos nossos órgãos e 

regulação homeostática de íons como cálcio e fosforo. O tecido ósseo é um tipo 

especializado de tecido conjuntivo, formado por células responsáveis pela sua 

manutenção (osteoblasto, osteoclasto e osteócito) e por uma matriz óssea constituída 

por uma parte orgânica (colágeno) e uma inorgânica (hidroxiapatita de Calcio). Sendo 

o osteoclasto uma das principais células associadas a estas doenças, a elegemos 

como nossa célula de estudo. 

 

 

1.1 Osteoclastos 

 

Osteoclastos (OC) são células ósseas, classificadas morfologicamente como 

células gigantes e multinucleadas, são especializadas em promover absorção de 

cálcio e remodelamento ósseo cujos precursores fisiológicos são células tronco 

hematopoiéticas, monócitos/macrófagos e células dendríticas que se diferenciam 

mediante a ação de fatores tais como de estimulação de colônia de macrófagos (em 

inglês macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) e ligante do receptor ativador do 

fator nuclear κB (em inglês receptor activator of nuclear factor κB ligand (RANKL) e 

atuam na remodelação do tecido ósseo (ARAI et al., 1999; CHEN et al., 2014; 

WEISSMAN; ANDERSON; GAGE, 2001). 
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Controlado por fatores sistêmicos como os hormônios, e fatores locais, como 

os fatores de crescimento e citocinas, o tecido ósseo exerce funções básicas tais 

como proteção, locomoção e suporte (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Os ossos 

sofrem um dinâmico processo chamado de remodelação, que consiste na reabsorção 

e síntese óssea. Isto ocorre em todo o esqueleto, em microescala, durante toda vida 

do indivíduo, regulando a função e a estrutura dos ossos (CHAMBERS, 2000; 

TEITELBAUM, 2000). A homeostase e o bom funcionamento do sistema esquelético, 

depende do equilíbrio entre a atividade dos osteoblastos (OBs), que são células 

mononucleadas, de origem mesenquimal, responsáveis pela produção da matriz 

orgânica do osso bem como pela sua mineralização (ANDIA, 2006; MACKIE, 2003), 

e osteoclastos (OCs), células de reabsorção óssea (TAKAYANAGI, 2005). Os 

osteoclastos reabsorvem a matriz esquelética através de um microambiente ácido, 

formado entre a célula e a superfície óssea, com secreção de enzimas, íons de 

hidrogênio e cloreto transportados para essa junção, que irão liberar os minerais da 

matriz óssea. Com esse processo, a matriz orgânica óssea que se constitui 

principalmente de colágeno tipo 1, ficará exposta e posteriormente será degradada 

pela catepsina K (TEITELBAUM, 2011), uma protease que possui a característica de 

clivar a tripla hélice do colágeno tipo I e também os telopeptideos de colágeno nos 

terminais N e C, resultando na degradação completa do colágeno insolúvel do osso. 

(GARNERO et al 1998) 

Estima-se que cerca de 10% da massa óssea humana é remodelada a cada 

ano de vida (NARDUCCI; BAREGGI; NICOLIN, 2011) para isso, as vias de sinalização 

celulares, regidas pelas citocinas, regulam formação, reabsorção óssea e 

comunicação entre os sistemas esqueléticos e imunológicos, fazendo com que 

doenças ósseas sejam decorrentes da desregulação fisiopatológica destes 

componentes (AMASSEKARA; YU; RHO, 2015). Dentro desta rede de citocinas temos 

as que favorecem a formação 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-α (TNF-

α) e, as que controlam negativamente a osteoclastogênese (IL-3, IL-4, IL-10, IL-12, IL-

27 e IL-33) e os interferons (IFN) -α, IFN-β, IFN-γ (AMASSEKARA; YU; RHO, 2015). 

Há uma significativa ação hormonal do estrogênio estimulando a apoptose dos 

OCs (FALONI et al 2007), impedindo através da regulação das citocinas pro e 

antiosteoclatogenicas a formação de OCs (CENCI, 2000) e, indiretamente, inibindo a 
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reabsorção óssea sobre a via RANK/RANKL/OPG (Receptor Ativador de Fator 

Nuclear-κβ/ligante de RANK/Osteoprotegerina, respectivamente) (VAANANEN, 2005) 

suprimindo a produção de RANKL por osteoblastos, células T e B (EGHBALI-

FATOURECHI, et al.2003) e aumentando produção de osteoprotegerina(OPG) que é 

receptor chamariz para RANKL, (HOFBAUER, et al. 1999)( KHOSLA, S. et al. 2001).  

 A osteoclastogênese humana (Figura 1) tem início a partir do estímulo do M-

CSF agindo na regulação da sobrevivência celular, proliferação e diferenciação dos 

monócitos (HORIGUCHI; WARREN; KUFE, 1987).  

Em reposta ao estímulo de RANK, uma proteína transmembranar membro da 

superfamília dos receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) expressa nas células 

progenitoras dos OCs, células T, células B, células dendríticas e nas células epiteliais 

da glândula mamária (LEE, K. et al., 2016), ocorre a formação de pré-osteoclastos 

(células binucleadas). Dando seguimento ao processo de fusão celular, haverá 

formação de células multinucleadas com cerca de 40 micrómetros de diâmetro. 

RANKL, junto com M-CSF são necessários para a diferenciação de osteoclastos e no 

final da osteoclastogênese serão expressos genes responsáveis pela codificação de 

Fosfatase Ácida Resistente a Tartarato (TRAP), catepsina K (CTK), calcitonina e a 

integrina αVβ3, (VÄÄNÄNEN; ZHAO; MULARI; HALLEEN, 2000).  

 

Figura 1 - Representação gráfica da osteoclastogênese 

 

 

Fonte: Adaptado de William J. Boyle, William S Simonet, David L. Lacey, 2003. 
A maturação ocorre a partir de células mononucleares do sangue periférico com traços da linhagem de 
macrófagos. M-CSF (CSF-1) e RANKL são essenciais para a osteoclastogênese. A OPG pode ligar e 
neutralizar o RANKL e regular negativamente tanto a osteoclastogênese quanto a ativação de 
osteoclastos maduros.  
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TRAP (CE 3.1.3.2) é uma enzima que contêm ferro e é encontrada em ossos e 

no sistema imunológico (MINKIN C. 1982) tem cerca de 36kDa e o pH ótimo para sua 

atividade é entre 4,9 e 6,0(PRICE et al., 1995). Os osteoclastos apresentam uma forte 

coloração para TRAP e por isso tem sido usado em imunoensaios específicos como 

um marcador histoquímico padrão de atividade osteoclástica (BURSTONE M.S., 

1959) (HALLEEN, J.M. et al 1998) TRAP originada de osteoclastos é um forte 

marcador de reabsorção óssea, utilizada como diagnóstico ou controle da doença, 

pois já se observou a atividade aumentada do TRAP no soro em pacientes com 

hiperparatireoidismo, doença de Paget, carcinomas ósseos e osteoporose , e 

correlacionada também com cross-links de colágeno , concentração de hidroxiprolina, 

e densidade mineral óssea (BULL et al., 1999,PRICE et al. 1995;)  

No início da diferenciação os OCs maduros apresentam organização específica 

(prolongamentos irregulares) de suas estruturas citoesqueléticas mais proeminentes, 

denominadas podossomos, e têm sua superfície ativa, voltada para a matriz óssea, 

esses podossomas aglomerados evoluem para anéis dinâmicos (clusters) que se 

estabilizam na periferia da célula formando um cinturão (anéis) pela ação dos 

microtúbulos acetilados. Quando os osteoclastos estão aderidos em superfícies 

contendo cristais de apatita, eles formam uma zona de vedação necessária para a 

reabsorção óssea sendo esse local de adesão do OCs, classificado como zona de 

selagem constituída por uma região citoplasmática clara, pobre em organelas porém 

com muitos filamentos de actina (VÄÄNÄNEN; ZHAO; MULARI; HALLEEN, 2000) 

(JURDIC, P. et al. 2006). A zona da selagem é um microambiente fechado, ácido (H+), 

que contêm colagenase responsável pela despolimerização do colágeno, e outras 

hidrolases que atuam localmente digerindo a matriz orgânica e dissolvendo os cristais 

de sais de cálcio (BLAIR; TEITELBAUM; GHISELLI; GLUCK, 1989; VÄÄNÄNEN et al., 

1990) 

Os osteoblastos podem regular negativamente a osteoclastogênese através da 

secreção de osteoprotegerina (OPG), membro da superfamília dos receptores do fator 

de necrose tumoral (TNFR), que se liga competitivamente ao RANK-L inibindo a 

formação e ativação dos osteoclastos pela interrupção da ligação RANK-RANKL 

(SODEK; GANSS; MCKEE, 2000; LACEY et al., 1998; LEE, K. et al., 2016). 

O desequilíbrio entre osteoclastos e osteoblastos, relacionado ao aumento do 

número e/ou atividade de osteoclastos, está envolvido na maioria das doenças ósseas 
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e articulares anteriormente citadas (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; RODAN; 

MARTIN, 2000). O Ministério da Saúde alerta que cerca de 50% das mulheres e 20% 

dos homens com idade igual ou superior a 50 anos sofrerão uma fratura osteoporótica 

ao longo da vida (BRASIL, 2022). Outra importante enfermidade é a doença de Paget, 

sendo a segunda doença óssea mais incidente na população brasileira. Trata-se de 

uma doença deformante, assintomática e de difícil diagnóstico que acomete, 

majoritariamente, indivíduos do sexo masculino com idade superior aos 55 anos 

(MACIEL, 2018; REID, 2012). 

Ainda relacionada as enfermidades, temos as metástases ósseas associadas 

aos tumores como, próstata e mama, e frequentemente em neoplasias malignas do 

rim, tireoide e pulmão. Além de terem o pior prognóstico, os doentes sofrem também 

com uma péssima qualidade de vida, e ocorrem eventos como dor óssea e fraturas 

sendo necessária uma forte atuação para prevenção da evolução desta doença e uma 

melhor qualidade de vida dos doentes (QUINN et al., 2014). 

 

 

1.2 Rhinella diptycha (Rhinella schneideri) 

 

O Brasil detém, especialmente na Amazônia uma grande diversidade de 

anfíbios identificados de um total prevalente nos trópicos, entre essas espécies, a 

Rhinella diptycha (figura 2) antes denominada como Rhinella schneideri, também já 

denominada como Bufo paracnemis, é a espécie mais comumente encontrada. Ele 

um anfíbio noturno e terrestre que apresenta pele seca e áspera, possui hábitos de 

escavação e suas atividades noturnas permitem que R. diptycha viva em regiões 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 região do cerrado e 

após análise de sua secreção cutânea foram detectados alguns bufadienolídeos (um 

esteroide de origem animal, que é produzido por diversos bufonídeos em forma de 

veneno), e essas moléculas também estão presentes no Chan-Su (um medicamento 

tradicional chinês usado como anestésico tópico e medicação cardíaca) (CUNHA-

FILHO et al., 2010).  
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Figura 1 - Rhinella diptycha (Rhinella schneideri). 

     

 
Fonte: imagem do autor 2023. 
Imagem representativa do anfíbio do gênero Rhinella sp.  

 

O Chan-su, desenvolvido a partir da pele e das glândulas parotoides do sapo 

asiático Bufo gargarizans ou do Bufo melanostictus schneider, ambos da família 

Bufonidae e cujo principal componente é a Bufalina, também chamado de Senso, é 

um fármaco, usado há muitos anos na China, e em outros países asiáticos, por 

promover efeito cardiotônico, diurético, anódino, agente hemostático, anti-

inflamatório, anestésico e antineoplásico (QI et al., 2011; CHEN; KOVARÍKOVÁ, 

1967).( GOWDA, R. M.; COHEN, R. A.; KHAN, I. A, 2003). 

 A escolha da secreção do anfíbio foi baseada nas informações em que existem 

semelhanças das moléculas encontradas na secreção cutânea da R.diptycha com as 

presentes no Chan-su, entendemos então que as secreções cutâneas de anfíbios são 

fontes valorosas de informação para a biofarmacologia, podendo-se sintetizar novas 

substâncias quimioativas para possível uso em humanos (MONTI; CARDELLO, 

1994). 

Baseados em estudos que demonstram semelhança morfológica entre 

Bufonídeos (RIBEIRO; EGITO; HADDAD, 2005 apud SOUSA et al., 2006), utilizamos 

aqui  imagens de glândulas parotoides de Rhinella jimi para uma melhor compreensão 

anatômica (figura 3). 
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Figura 2 -  Glândulas parotoides de anfíbios. 

 

  

Fonte: Adaptado de Jared et al., 2009, e Almeida et al., 2007. 
 (1) Visão macroscópica de uma das glândulas parotóides de Rhinella jimi. (1a) Micrografia 
estereoscópica com detalhes da glândula; (2) Glândula parotóide seccionada no plano frontal; (3) Alta 
magnitude do alvéolo mostrando a parede (setas) e fundo (asteriscos) de cada glândula; (4) Secção 
longitudinal da glândula parotóide, as setas indicam os poros onde encontramos um “tampão epitelial”, 
a letra G as glândulas de veneno, e a letra D a derme que modela as paredes da glândula (parafina; 
HE). 
 
 

               A secreção das glândulas granulares, ou glândulas parotoides, (situadas 

atrás do ouvido no dorso) defende o animal, passivamente, contra predadores 

(BRAZIL; VELLARD, 1950) isso ocorre quando o animal se sente ameaçado, então 

ele infla o corpo fazendo com que as glândulas parotoides pareçam maiores e atuem 
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como airbags contra ataques de predadores (JARED et al., 2009; REGIS-ALVES et 

al., 2017). Já a secreção de glândulas mucosas mantem a hidratação e auxiliam nas 

trocas gasosas, garantindo sua sobrevivência em ambientes mais rudes. Essas 

glândulas estão localizadas ao longo de todo o corpo do animal (BRAZIL; VELLARD, 

1926)  

As glândulas da pele produzem muco, peptídeos, aminas biogênicas, 

esteróides (moléculas hidrofóbicas) e alcalóides (moléculas hidrofílicas) que, 

farmacologicamente, podem ser substâncias neurotóxicas, cardiotóxicas, 

hemotóxicas ou miotóxicas e podem provocar anestesia, hipotensão e/ou efeitos 

hipertensivos (SAKATE; LUCAS DE OLIVEIRA, 2000).Estudo utilizando zebrafish  

demonstrou que componentes hidrofílicos presentes na secreção cutânea do sapo 

Bufo bufo gargarizans Cantor e Bufo melanostictusSchneider, foram os principais 

responsáveis por atividade anti inflamatória induzida (ZHANG, Yu et al. 2018)  também 

foi verificada neurotoxicidade causada por uma fração isolada do extrato metanoico 

do veneno, observou-se efeitos de facilitação e bloqueio neuromuscular em pintainhos 

e apenas facilitação em camundongos. (ROSTELATO F.S., 2011) 

    A composição do conteúdo glandular sofre influência direta da alimentação do 

animal assim como do metabolismo de bactérias que colonizam as glândulas, 

conferindo transformações que contribuem com a diversidade estrutural de 

metabólitos, produzindo moléculas como bufadienolides, por exemplo que é uma 

molécula denominada de glicosídeo cardíaco com atividade inibitória da enzima 

Na+/K+ ATPase (HAYES et al. 2009; STEYN; HEERDEN, 1998) Em um estudo que 

foi associado análise de RNA-seq  com sequenciamento de proteínas, foi observado 

a presença de proteínas e peptídeos antimicrobianos como brevininas, peroniinas , 

buforinas , PLA 2, lectinas e galectinas, sendo a maioria  dos transcritos  relacionada 

a função de limpeza.(SHIBAO, P.Y.T. et al, 2018). 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 
 

 

1.3 Considerações gerais 

 

                 O processo de formação dos OCs está inserido no contexto de formação 

óssea que é muito complexo, portanto podemos definir o OC como um modelo de 

estudo interessante para realizar busca de alvos terapêuticos moleculares tendo em 

vista relação direta dessa célula com diversas patologias ósseas supra citadas, e 

também pelos efeitos adversos variados causados por fármacos utilizados em caso 

de doenças ósseas que comprometem outros sistemas metabólicos, sendo 

necessário o desenvolvimento de novas moléculas para vias mais específicas (BI et 

al., 2017).  

Os bifosfonatos estão entre os medicamentos mais comumente utilizados 

atualmente em patologias onde existe excesso de reabsorção óssea sendo este o 

grupo de fármacos mais conhecido com atividade sobre osteoclastos (DRAKE; 

CLARKE; KHOSLA, 2008). A osteonecrose em maxilares induzida por bifosfonatos 

(ONMB) foi identificada em 2003, em pacientes usuários de pamidronato ou 

zoledronato, descrevendo as lesões como efeito adverso grave decorrente do uso. 

Desde então, 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 diferenciação de pré OCs a 

partir das células humanas mononucleares do sangue periférico (PBMCs do inglês 

peripheral blood mononuclear cells). Este modelo tem sido utilizado para estudos 

sobre o efeito de venenos e secreções cutâneas de animais na busca de novos alvos 

terapêuticos em doenças articulares e ósseas. Este modelo apresenta uma grande 

vantagem sobre outros modelos celulares por ser um modelo fisiológico uma vez que, 

a diferenciação dos OCs ocorre na presença dos outros tipos celulares, como linfócito 

por exemplo. Nos permite analisar o efeito de substâncias ao longo da diferenciação 

de OCs e seus pontos críticos, que são: geração do precursor de OCs do dia zero até 

o quarto dia, formação de policariontes fundidos imaturos do quarto dia até 

aproximadamente o sexto dia e formação / maturação de OCs multinucleados do dia 

seis até o décimo quinto dia (REEDY; ROODMAN, 1998). 

Utilizando este mesmo modelo de cultivo fisiológico o nosso grupo de pesquisa 

já demonstrou com o veneno bruto de B. moojeni que as concentrações de 5,0 µg/mL, 

0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, e suas frações LMM (Low Molecular Mass) e HMM (High 
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Molecular Mass), foram capazes de reduzir a formação de OCs maduros, sem 

interferir na viabilidade celular (D’AMÉLIO et al., 2021).  

O presente projeto utiliza o modelo experimental de osteoclastogênese para 

avaliação dos efeitos das secreções cutâneas de Rhinella diptycha no processo de 

formação 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), 

que usa o modelo bem-sucedido do Programa Especial CEPID (Centros de Pesquisa, 

Inovação e Difusão), no qual há uma empresa parceira co-financiadora da pesquisa 

(GlaxoSmithKline – GSK), fortemente motivada para participar da definição 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 influência da secreção cutânea bruta do anfíbio Rhinella diptycha 

e suas frações hidrofílica e hidrofóbica no processo de osteoclastogênese do OC. 

 

2.2 Objetivos específicos 

  

 Avaliar a viabilidade celular pós interferência de diversas concentrações de 

secreção cutânea e de suas frações tanto em 24 horas (PBMCs) quanto 15 

dias (osteoclastos) de cultivo. 

 Quantificar o número dos OCs sob influência da secreção de Rhinella diptycha, 

ou frações. 

 Avaliar a multinuclearidade dos OCs classificando-os em células com dois, de 

três a cinco e com mais do que cinco núcleos. 

  Verificar a formação de anéis de F-actina (característica fenotípica dos 

osteoclastos)  

 Fracionamento da secreção bruta em fases hidrofílica e hidrofóbica 

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

 

 

3.1 Isolamento e diferenciação de PBMCs  

 

As PBMCs foram isoladas por método de centrifugação 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 sódica 

(Hemofol 5.000UI/mL – Cristalia) por meio de punção venosa na fossa cubital de 

voluntários saudáveis do sexo masculino com idade entre 25 e 40 anos (Plataforma 

Brasil/CEP 1.806.596). O sangue foi diluído em tampão fosfato-salino (do inglês, 

Phosphate Buffered Saline – PBS) pH 7,4, na proporção de 1:1. Em seguida, o sangue 

foi acondicionado em tubo cônico contendo histopaque, na proporção 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 Tampão 

fosfato-salino pH 7,4 e ressuspendidas em 1 mL de meio de diferenciação: α-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-β1 humano(R&D Systems >97% Mineapolis-USA) e 

1 μM de dexametasona(Sigma-Aldrich D4902-25mg, Aldrich Brasil). Uma alíquota da 

suspensão de células foi diluída na proporção 1:10 em solução de Turk para contagem 

de células viáveis em microscópio óptico (Nikon Eclipse Ts2R) com auxílio da câmara 

de Neubauer. Para os testes de diferenciação de osteoclastos, foram plaqueadas 

6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de diferenciação com as 

concentrações da secreção em placas de 96 poços transparente fundo chato (Corning 

Incorporated – Maine USA), sendo a manutenção realizada duas vezes por semana 

com substituição de 50% do volume do meio durante 15 dias. No grupo controle, as 

células foram mantidas exclusivamente em meio de diferenciação já descrito acima. 
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Condições Experimentais: 

 

Em uma primeira fase testamos a secreção cutânea bruta de Rhinella diptycha, 

diluída em soro fisiológico a 0,9%, que foi adicionada a cultura celular no 4º, 7º, 11º e 

14º dias após a indução da diferenciação, nas concentrações 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 frações hidrofóbica e hidrofílica 

obtidas da secreção bruta. Seguimos o mesmo protocolo de diferenciação e estímulo 

e mantivemos as concentrações da secreção bruta. 

Controle: PBMCs mantidas em meio de cultura, com 10% SFB e fatores de 

diferenciação para osteoclastos durante 15 dias, com substituição 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 diferenciação durante 15 dias, com substituição de 50% do volume do meio 

de cultura 2 vezes por semana. Sendo as interferências realizadas com secreção 

bruta de Rhinella diptycha nas concentrações de 25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 

0,125 ng/mL e 0,05ng/mL ou suas frações, realizadas em todos os dias de troca do 

meio de cultura, para a manutenção das concentrações estabelecidas para a 

realização desse estudo. 

Controle Negativo: PBMCs mantidas em meio de cultura, com 10% de SFB, 

SEM fatores de diferenciação durante 15 dias, com substituição de 50% do volume do 

meio de cultura 2 vezes por semana. Dessa maneira, não promovemos a 

diferenciação celular, porém mantemos a viabilidade das células em cultura. 
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Figura 4 – Protocolo de diferenciação. 
 

Esquema representativo do protocolo de diferenciação utilizado no experimento 
Fonte: Próprio autor, 2023. 
 

Revestimento com colágeno: Objetivando uma melhor imagem fotográfica, 

foi testado o cultivo celular sobre uma camada de colágeno onde pipetamos 100µL 

por poço de solução de colágeno na concentração de 10 µM em placa de 96 poços, 

colocamos em estufa 37° C com 5% CO2 por 1 hora, lavamos duas vezes e 

mantivemos com tampão Phosphate Buffered Saline (PBS) até a hora do cultivo. Não 

observamos diferença morfológica 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 clínica como anti-inflamatório, inibe a liberação de 

citocinas e, portanto, diminui a ação das interleucinas 1, 2 e 6, e do TNF-α. A regulação 

local da liberação de citocinas é de suma importância para o recrutamento e a ativação 

dos leucócitos e a ruptura desse processo de sinalização inibe acentuadamente a 

função imune. (GOLAN et al., 2009; pág. 465).Foi testado experimentos com  meio de 
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cultivo sem a presença da Dexametasona para analisarmos uma possível 

interferência na ação da secreção hidrofóbica. 

 

 

3.2 Secreção cutânea de Rhinella diptycha 

 

A secreção cutânea da espécie Rhinella diptycha foi cedida pela Polícia 

Federal, analisada e identificada no Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto 

Butantan pela equipe do Prof. Dr. Daniel Carvalho Pimenta (BARROS, 2017). 

 

3.2.1 Secreção cutânea bruta 

 

           A secreção cutânea liofilizada, foi reconstituída com solução fisiológica 0,9% 

estéril e apirogênica, na concentração de 1 mg/mL. 

  

3.2.2 Frações hidrofílica e hidrofóbica da secreção cutânea 

   

            Fracionamos a secreção bruta através da técnica de partição líquido-líquido 

com água ultrapura e Diclorometano (DCM), e denominamos as fases em hidrofóbica 

e hidrofílica [1mg/mL], que foram congeladas e mantidas liofilizadas até seu uso. Para 

testar hidratamos com solução fisiológica 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 poços onde o sobrenadante da cultura celular foi substituído por uma 

solução composta por meio de cultura e 10% SFB contendo o reagente na proporção 

de 1:10. Neste procedimento o reagente é biorreduzido por desidrogenases celulares 

em formazan conferindo cor laranja ao meio de cultura de células. A quantidade de 

formazan produzida é diretamente proporcional ao número de células viáveis. 

Após 2 horas de incubação a 37°C em ambiente umidificado, foi possível inferir 

a viabilidade celular, através determinação da densidade ótica em espectrofotômetro 

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

plaqueamento de PBMCs.  

 

 

3.4 Detecção de anel de F-actina 

 

A fim de verificar a formação dessa característica estrutural dos osteoclastos, 

foi realizada marcação com Faloidina associada ao fluoróforo 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 solução de paraformaldeído [3,7%] (Sigma) por 20 minutos, e posteriormente 

lavadas com tampão PBS pH 7,4 e permeabilizadas com solução Triton X-100 [0,1%] 

(Sigma-Aldrich) por 5 minutos. Após lavagens, foi realizada marcação com Faloidina 

[25mM] por 30 minutos e marcação com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 

(Vectashield), que emite fluorescência azul ao se ligar às regiões AT do DNA, pelo 

tempo de 5 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. A detecção da 

fluorescência e a captura de imagens foi possível utilizando microscópio de 

fluorescência TSi Nikon. 

  

3.5 Coloração de TRAP (fosfatase ácida resistente ao tartarato) 

 

Com a conclusão do período de diferenciação, o meio de cultivo foi aspirado e 

as células foram lavadas 3x com PBS. A fixação das células foi realizada adicionando 

a solução contendo 25,5% de solução Citrato (Ácido Cítrico 18 mM, Citrato de sódio 

9 mM, Cloreto de sódio 12 mM e surfactante pH 3,6 ± 0.1), 66.3% de acetona e 2.9% 

de formaldeído por 30 segundos em temperatura ambiente. Previamente foi preparada 

a solução TRAP (de acordo com as instruções do fabricante Kit Sigma-Aldrich) e 

aquecida a 37° C. Após a fixação as células foram lavadas suavemente 3x com PBS 

e incubadas em solução TRAP por 1 hora a 37 °C. A solução TRAP foi aspirada e as 

células novamente lavadas 3x com água deionizada pré-aquecida a 37°C e os núcleos 

corados com Solução de Hematoxilina de Gill n° 3, por 1-2 minutos em temperatura 

ambiente. O processo de coloração foi finalizado lavando as células com água 
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alcalina, evidenciando a contra coloração, permitindo a análise de células 

diferenciadas em microscopia de luz. 

 

 

3.6 Análise estatística 

 

As análises estatísticas 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 são considerados estatisticamente 

significantes. 

 

 

3.7 Fracionamento da secreção cutânea de Rhinella diptycha 

 

  O uso de amostras purificadas ou fracionadas a partir do extrato bruto original 

é uma estratégia eficaz para triagem considerando a complexidade molecular do 

extrato original, assim como pode diminuir o tempo para um futuro isolamento de 

princípio ativo.  (ELDRIDGE et al., 2002; ABEL et al.,2002). 

         Esse processo foi executado em RP-HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography) Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Fase Reversa de 

sistema binário (20A Prominence, Shimadzu Co. Japan) onde as amostras foram 

analisadas em coluna C18 (Gemini 5µm C18 110 Å LC Column 250 X 4,6 mm), com 

solvente (A) ácido trifluoroacético / H2O (1:1000) e (B) ácido trifluoroacético / 

acetonitrila / H2O (1:900:100) em fluxo de 1 mL/min a 40º C, e gradiente de 0 a 100% 

de solvente B em 35 minutos para solução em H2O. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Efeitos in vitro da secreção cutânea sobre a viabilidade celular. 

 

A avaliação da possível citotoxicidade em PBMCs foi realizada, utilizando o 

método CCK8, em culturas expostas por 24 horas a diferentes concentrações das 

frações e da própria secreção cutânea bruta de Rhinella diptycha e foi possível 

constatar que a secreção bruta promoveu redução estatística da viabilidade celular 

nas concentrações de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL em 46,15% e 24,40% respectivamente 

em relação ao grupo controle (Figura 05). 

 

Figura 5 - Teste de viabilidade das PBMCs cultivadas durante 24 horas. 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Efeito da secreção cutânea bruta e frações hidrofílica e hidrofóbica na viabilidade celular das PBMCs 
cultivadas por 24 horas avaliado por ensaio de CCK8.Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e 
cultivadas em 200µL de meio de diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) 
em diferentes concentrações das secreções cutâneas bruta, hidrofílica e hidrofóbica em placas de 96 
poços. As células do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciação, sem 
estimulo da secreção cutânea e suas frações. (A) Viabilidade celular do estimulo com secreção Bruta 
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as concentrações 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 fração hidrofílica nas concentrações 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 fração hidrofóbica nas concentrações 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 relação ao grupo controle e #*p<0,05 em relação ao grupo experimental 
secreção cutânea bruta [25ng/mL], analisados por One way ANOVA com teste Tukey’s post-hoc. 
 
 

Para verificar o possível efeito tóxico das concentrações estudadas, sobre 

osteoclastos in vitro, induzimos a diferenciação das PBMCs com fatores de 

diferenciação adicionados ao meio basal, e seguimos adicionando secreção cutânea 

de Rhinella diptycha, ou frações da secreção, nas concentrações de 25 ng/mL, 2,5 

ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05ng/mL, nos dias correspondentes a 

manutenção do meio de cultura celular (4º, 7º, 11º e 14º dias a partir do 

plaqueamento). Ao final de 15 dias, as células foram submetidas ao protocolo CCK8 

sendo realizada avaliação de viabilidade celular, nas mesmas condições, onde foi 

possível confirmar os efeitos citotóxicos da secreção cutânea bruta pela redução 

significativa da viabilidade celular nas concentrações de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL 

também nesse tipo celular, sendo que a concentração de 25 ng/mL apresentou um 

decréscimo de 67,51% e em 2,5 ng/mL a redução foi de 65,95%. (Figura 06). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 
 

 

Figura 6 - Teste de viabilidade celular no 15° de diferenciação 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
 Efeito da secreção cutânea bruta e frações hidrofílica e hidrofóbica na viabilidade celular no 15º dia de 
cultivo avaliado por ensaio de CCK8.Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL 
de meio de diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) em diferentes 
concentrações das secreções cutâneas bruta, hidrofílica e hidrofóbica em placas de 96 poços. As 
células do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciação, sem estimulo da 
secreção cutânea e suas frações. (A) Viabilidade celular do estimulo com secreção cutanea Bruta nas 
concentrações 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 fração hidrofílica nas concentrações 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 fração hidrofóbica nas concentrações 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 secreção cutânea sobre o número e morfologia do osteoclasto 

 

   

No osteoclasto ativo o TRAP está em vesículas transcitóticas envolvidas no 

transporte de produtos de degradação da matriz através da célula, é proposto então 

que as espécies reativas de oxigênio produzidos pela TRAP ajudam a destruir o 

colágeno e outras proteínas nessas vesículas (HALLEN et al. 1999). Na figura 07 

podemos observar essa marcação presente em OCs. 

 

Figura 7 – Fotomicrografia de osteoclastos após marcação com coloração de TRAP 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) em placas de 96 poços.Após  o 15º dia foi relizada 
marcação com TRAP, onde observamos (A) Celulas do poço controle cultivadas apenas com meio de 
diferenciação.(B) Celulas do poço cultivadas com meio de diferenciação na concentração de 0,05 
ng/mL de secreção bruta.(C) Celulas do poço cultivadas com meio de diferenciação na concentração 
de 0,125ng/mL de secreção bruta.(D) Celulas do poço cultivadas com meio de diferenciação na 
concentração de 0,25 ng/mL de secreção bruta. As setas brancas indicam os osteoclastos. As setas 
vermelhas indicam os núcleos dos osteoclastos 
Barra de escala = 100 µm. 
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Canonicamente, OCs são classificados como células gigantes, com três ou 

mais núcleos e resistentes a coloração TRAP. Através do método de coloração 

diferencial, foi possível observar o prejuízo significativo no processo de 

osteoclastogênese, inclusive em concentrações não citotóxicas da secreção cutânea, 

com redução do número de osteoclastos frente as concentrações de 0,25 ng/mL 

(93,32%), 0,125 ng/mL (71,87%) e 0,05 ng/mL (42,25%) em relação ao grupo controle 

(figura 08).           

        

Figura 8 – Gráfico do número de osteoclastos pós tratamento 

 
Fonte: Próprio autor, 2023. 
Efeito da secreção cutânea bruta na contagem celular dos osteoclastos TRAP+. Foram plaqueadas 
6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de diferenciação (α-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-β1 humano 
e 1 μM de dexametasona) nas concentrações da secreção bruta de 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 
ng/mL em placas de 96 poços e após 15º dia de cutivo marcadas com a coloração de TRAP. As células 
do grupo controle foram cultivadas somente com o meio de diferenciação, sem estimulo da secreção 
cutânea 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 secreção cutânea sobre os anéis de F-actina 

 

A F-actina é consistentemente observada em OCs e leva a alterações no 

citoesqueleto, como a formação 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 

adesão e absorção. (AKISAKA et al., 2001). 

Observamos a integridade do anel da actina no controle (Figura 09A) e também 

nas células tratadas com a secreção cutânea nas concentrações de 0,05 ng/mL; 0,125 

ng/mL; 0,25 ng/mL (Figura 09B-C-D), apesar da diminuição do número de OCs 

estimulados com secreção cutânea [0,125 ng/mL e 0,25 ng/mL] em relação ao 

controle, visto no gráfico anterior (Figura 07).   
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Figura 9 – Fotomicrografia de osteoclastos após marcação com Faloidina conjugada 

com Alexa Fluor 488. 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) em placas de 96 poços. Após o 15º dia de diferenciação 
foi realizada marcação com Faloidina [25mM] conjugada com Alexa Fluor 488, onde observamos (A) 
Células do poço controle cultivadas apenas com meio de diferenciação (B) Células do poço cultivadas 
com meio de diferenciação na concentração de 0,05 ng/mL de secreção bruta (C) Células do poço 
cultivadas com meio de diferenciação na concentração de 0,125ng/mL de secreção bruta (D) Células 
do poço  cultivadas com meio de diferenciação na concentração de 0,25 ng/mL de secreção bruta As 
setas brancas indicam o anel de F-actina. As setas vermelhas indicam trechos de deposição de F-
actina. 
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4.4 Efeitos da secreção cutânea sobre o número de núcleos  

 

A adesão dos pré OCs é necessária para aumentar seu volume melhorando 

assim sua função reabsortiva (RIES; GONG; GUNSOLLEY, 1987), uma vez 

estabelecido que existe uma correlação entre o número de núcleos e a lacuna de 

Howship (lacunas cavadas na matriz óssea pelos OCs), entendemos então que a 

multinuclearidade é uma expressão morfológica 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 doença de Paget, foram 

descritos OCs com mais de 100 núcleos (GD; WINDLE, 2005). 

           Pudemos demonstrar que dentre as concentrações, não citotóxicas, testadas 

a secreção bruta [0,25 ng/mL] promoveu redução estatisticamente significativa da 

formação de osteoclastos e essa redução foi proporcional quando levado em 

consideração o número de núcleos dessas células (Figura 10). 
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Figura 10 – Contagem de células referente ao número de núcleos 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Efeito da secreção cutânea bruta na quantificação e classificação de osteoclastos considerando o 
número de núcleos. Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de 
diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) nas concentrações da 
secreção bruta de (A) 0,25 ng/mL, (B) 0,125 ng/mL e (C) 0,05 ng/mL em placas de 96 poços e após 
15º dia de cultivo marcadas com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488. As células do grupo controle 
foram cultivadas somente com o meio de diferenciação, sem estimulo da secreção cutânea bruta. 
Dados obtidos através da contagem celular onde foram agrupadas pelo número de núcleos (2, 2-5 >5) 
da média de N=3 onde *p<0,05 em relação ao grupo controle e analisados por One way ANOVA com 
teste Tukey’s post-hoc. 
 

 

As contagens foram agrupadas pelo número de núcleos considerando 2 

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

 

 

4.5 Influência da camada de colágeno sobre a morfologia do osteoclasto. 

 

 

             Em busca de uma imagem 3D dos osteoclastos e consequentemente uma 

observação mais definida de sua morfologia, foram realizados experimentos em placa 

cujos poços foram revestidos com coating de colágeno na intenção de proporcionar a 

célula uma condição mais próxima a fisiológica, pois o colágeno tipo I é amplamente 

distribuído e é a principal proteína estrutural do osso, onde representa 90% da matriz 

proteica. (ZHAO; JIA; XAO,2009). 
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            Realizado o experimento, não houve diferença entre as imagens das culturas 

com e sem colágeno que justificasse aumentarmos mais uma passagem na 

preparação, seguimos então com o protocolo padrão (Figura 11). 

 

Figura 11 - Morfologia do osteoclasto com presença de colágeno 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Fotomicrografia de osteoclastos cultivados em placa com e sem revestimento de colágeno após 
marcação com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488. Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e 
cultivadas em 200µL de meio de diferenciação (α-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-β1 humano e 1 μM de dexametasona) 
em placas de 96 poços com e sem revestimento de colágeno. Após o 15º dia de diferenciação foi 
realizada marcação com Faloidina [25mM] conjugada com Alexa Fluor 488, onde observamos (A) 
Células do poço controle cultivadas apenas com meio de diferenciação (B) Células do poço controle 
cultivadas com meio de diferenciação em placa com coating de colágeno aderida no fundo. (C) Células 
do poço controle cultivadas apenas com meio de cultura sem fatores de diferenciação. (D) Células do 
poço controle cultivadas com meio de cultura sem fatores de diferenciação com coating de colágeno 
aderida ao fundo. 
. 
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4.6 Efeito da ausência de Dexametasona no meio de diferenciação dos 

osteoclastos 

 

De acordo com protocolo estabelecido, a dexametasona é um importante 

mediador no processo de osteoclastogênese in vitro.  Para avaliarmos alterações nos 

parâmetros estudados, por possível associação de componentes da secreção de 

Rhinella diptycha com dexametasona, foram realizadas culturas de PBMCs com 

privação desse elemento. Assim, pudemos comprovar que na ausência de 

dexametasona, e sem ação correspondente de possíveis componentes da secreção 

cutânea, não foi possível a diferenciação dos precursores em osteoclastos, 

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

 

Figura 12 – Morfologia da PBMC na diferenciação com e sem dexametasona. 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Fotomicrografia de osteoclastos cultivados em placa com e sem adição de dexametasona no meio de 
cultura com diferenciadores para osteoclasto após marcação com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 
488 e DAPI. Foram plaqueadas 6x105 PBMCs/1,9 cm2 e cultivadas em 200µL de meio de diferenciação 
(α-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-β1 humano com e sem 1 μM de dexametasona) em placas de 96 poços. Após 
o 15º dia de diferenciação foi realizada marcação com Faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 e 
DAPI, onde observamos (A) Células do poço controle cultivadas apenas com meio de diferenciação 
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com Dexametasona. (B) Células do poço controle cultivadas apenas com meio de diferenciação sem 
Dexamtasona. (C) Células do poço cultivadas com meio de diferenciação com Dexametasona na 
concentração de 0,25 ng/mL da fração hidrofobica da secreção cutânea da R. diptycha (D) Células do 
poço cultivadas com meio de diferenciação sem Dexametasona na concentração de 0,25 ng/mL da 
fração hidrofobica da secreção cutânea da R. diptycha 
 

 

 

 

 

 

4.7 Fracionamento da secreção cutânea de Rhinella diptycha 

 

                O maior benefício do RP-HPLC é a possibilidade da utilização de diferentes 

tipos de fases estacionárias e fases móveis. Presentes em várias amostras biológicas,  

o esteroides demandam  técnicas analíticas de alta sensibilidade para quantificação e 

detecção onde as técnicas cromatográficas se encaixam perfeitamente bem (JEVRIĆ, 

et al  2017) Para melhor compreender os componentes da secreção cutânea assim 

como tentar refinar os estudos buscando a fração que poderia ser responsável pelos 

efeitos registrados no estudo da secreção bruta, utilizamos a técnica de RP-HPLC 

para confirmar o protocolo de separação liquido-liquido dos componentes da secreção 

cutânea bruta, em fração hidrofílica que corresponde a 24% da secreção bruta, e,  

fração hidrofóbica que corresponde a 3% do total da secreção bruta(Figura 13)  
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Figura 13 - Perfis cromatográficos das secreções cutâneas bruta, hidrofílica e 

hidrofóbica e perfil comparativo entre as cromatografias. 
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D 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Perfil cromatográfico da secreção cutânea bruta (A), fração hidrofílica (B), fração hidrofóbica (C) 
analisada em coluna C18 (Gemini 5µm C18 110 Å LC Column 250 X 4,6 mm), com solvente (A) ácido 
trifluoroacético / H2O (1:1000) e (B) ácido trifluoroacético / acetonitrila / H2O (1:900:100) em fluxo de 1 
mL/min a 40º C, e gradiente de 0 a 100% de solvente B em 35 minutos para solução em H2O, em RP-
HPLC Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Fase Reversa de sistema binário (20A Prominence, 
Shimadzu Co. Japan). (D) Perfil comparativo entre as cromatografias da secreção bruta (preto), fração 
hidrofílica com picos em destaque A e B (em   vermelho) e fração hidrofóbica com pico em destaque C 
e D (em azul). 
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5. DISCUSSÃO  

 

 

A extensa revisão da literatura existente sobre toxinas produzidas por esta 

família revelou que duas espécies comuns de sapos asiáticos, Bufo gargarizans e 

Duttaphrynus melanostictus, produzem os remédios anticancerígenos conhecidos 

como Chan Su e Senso e seus principais componentes químicos biologicamente 

ativos são glicosídeos cardíacos esteroidais, tais como bufalina, resibufogenina, 

cinobufagina, cinobufotalina, marinobufagina, bufotalin, e alcalóides indólicos 

(bufotenina, bufotenidina, cinobufotenina e serotonina) (SU et al, 2003).  (CHAO; 

DANG; WEI; HUI 2013). Outra preparação usada para tratar câncer e hepatite, 

Huachansu ou Cinobufacini, é regulamentada pela Chinese State Food and Drug 

Administration (SFDA) (ISO90020), (QI, et al 2010). No Brasil é comum a pratica de 

protocolos etnoveterinários como o uso de intestinos de Rhinella schneideri em 

equinos para tratar o parasita Habronema muscae (SOUTO et al 2011). Apenas uma 

pequena proporção das mais de 580 espécies da família Bufonidae foi examinada 

pelos cientistas. A maioria dos produtos químicos produzidos na pele de sapos os 

protege contra predadores (RODRIGUES et al 2017).  

As secreções cutâneas são uma importante fonte de moléculas bioativas. Por 

exemplo, as secreções pertencentes aos gêneros Xenopus, Silurana, Hymenochirus 

e Pseudhymenochirus da família Pipidae são uma rica fonte de peptídeos de defesa 

do Hospedeiro com vários graus de atividade antimicrobiana e citotoxicidade para 

células de mamíferos (CONLON, MECHKARSKA 2014). 

A remodelação óssea que ocorre ao longo da vida é um processo fisiológico e 

necessário para renovação do esqueleto mantendo e até melhorando a resistência 

óssea. A interrupção da remodelação óssea por doenças como a osteoporose resulta 

de um desequilíbrio entre a formação óssea pelos osteoblastos e a reabsorção pelos 

osteoclastos (BOYCE et al 2012). Portanto um modelo que permita simular a 

remodelação óssea in vitro é de grande importância 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 frequência e retardar o tempo até o início de 

eventos relacionados ao esqueleto em pacientes com metástases ósseas de uma 

ampla variedade de câncer. O principal mecanismo de formação de OCs é o processo 

de diferenciação que inclui geração de pré-osteoclastos a partir de precursores 

mieloides, formação de osteoclastos competentes por fusão de pré-osteoclastos e 

formação das células multinucleadas seguida pela maturação, polarização dos 

osteoclastos (Hobolt-Pedersen et al., 2013; Søe et al., 2020). Portanto, escolhemos a 

multinuclearidade como um dos parâmetros morfológicos para avaliar o efeito da 

secreção bruta na morfologia dos OCs.  

Neste projeto visamos avaliar a capacidade de atividade da secreção cutânea 

bruta e suas frações (hidrofílica e hidrofóbica) da Rhinella diptycha na modulação da 

osteoclastogênese utilizando o modelo dos OCs humanos obtidos a partir de PBMC.  

As drogas são desenvolvidas a partir de compostos complexos, por isso partimos da 

testagem da secreção bruta e suas frações, seguido da purificação dos compostos 

complexos que por fim permitirá isolar a molécula que possui atividade sobre Ocs, que 

é nosso objetivo de longo prazo.  

Os principais resultados obtidos até agora foram em relação a concentração 

utilizada no modelo de osteoclastos, inibição da diferenciação, contagem de células 

TRAP+, morfologia dos osteoclastos e análise da multinuclearidade dos osteoclastos. 

Primeiramente buscamos as concentrações não toxicas para precursores de 

OCs e para OCs maduros, mas que induziram algum efeito na osteogênese.   

Demonstramos que as concentrações de 25 ng/mL e 2,5 ng/mL da secreção cutânea 

bruta induziram a toxicidade em PBMC após 24 horas e 15 dias de cultivo, resultados 

obtidos pelo método CCK8. Dando seguimento, foram realizados novos experimentos 

com concentrações menores 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL e 0,05 ng/mL. Em seguida 

utilizando estas mesmas concentrações avaliamos a formação dos núcleos 

multinucleados e a maturidade dos OCs tratados com a secreção bruta utilizando a 

coloração TRAP, que é uma enzima da família das fosfatases ácidas e se localiza 

intracelularmente dentro do compartimento lisossomal de osteoclasto, macrófagos e 

células dendríticas, e é utilizada como um marcador histoquímico da atividade 

osteoclástica (HABERMANN et al., 2007). 

Realizamos ainda a contagem do número de núcleos dos OCs que foram 

marcados com DAPI para coloração de ácido nucleico e observação da morfologia 
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dos OCs através da marcação por Faloidina associada a Alexa Flúor 488 (Life 

Technologies, EUA). Esta marcação permite identificar estruturas únicas de actina 

formadas pelos OCs localizadas na periferia da célula onde se organizam em forma 

de anel durante sua maturação terminal, estando envolvida diretamente com a 

capacidade de reabsorção óssea (JURDIC; SALTEL; CHABADEL; DESTAING, 2006).  

Como hipótese do efeito causado pela secreção cutânea, o que observamos 

em nosso modelo, está embasado em estudos já publicados que apresentam ensaios 

com compostos similares às da secreção testada, como por exemplo, a espécie 

Sinomenium acutum (Menispermaceae), uma planta trepadeira caducifólia nativa da 

Coreia, Japão e China, usada na medicina chinesa. É conhecida na literatura, a ação 

anti osteoclastogênica de alcaloides de extrato de rizoma de Sinomenium acutum em 

osteoclastos derivados de macrófagos de medula óssea de camundongo (LEE, J. Y. 

et al., 2016). E também, que a Harmina, um alcaloide β-carbolina presente em várias 

plantas, como a Peganum harmala (arruda síria) e Passiflora incarnata (passiflora), 

que são muito comumente usados em medicamentos populares (ALLEN; 

HOLMSTEDT, 1980; CAO et al., 2007) que inibem a osteoclastogênese suprimindo 

as expressões de c-Fos e NFATc1 induzidas por RANKL prevenindo a reabsorção 

óssea em culturas de células RAW264.7 e órgãos de camundongos ovariectomizados 

(LEE, J.-W. et al., 2010). 

A secreção cutânea do sapo Rhinella diptycha possui duas classes majoritárias 

de moléculas em sua composição, as aminas biogênicas e os esteroides (TOLEDO; 

JARED 1995).A comparação dos cromatogramas nos permitiu confirmar a eficácia da 

técnica de partição liquido-liquido, pelo aumento da intensidade dos picos de 

moléculas hidrofílicas na fração hidrofílica (água) e aumento da intensidade dos picos 

de moléculas hidrofóbicas na fração hidrofóbica (Diclorometano) , pois na composição 

da secreção cutânea e secreção da glândula parotoide dos  anfíbios podemos 

encontrar aminas biogênicas, alcaloides, esteroides e peptídeos(CLARK 1997) e 

moléculas que possuem algum grau de caráter hidrofóbico, como proteínas, peptídeos 

e ácidos nucléicos, podem ser separados por cromatografia de fase reversa com 

excelente recuperação e resolução (RENLUND et al 1993). 
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6. CONCLUSÃO  

 

      Analisando os resultados dos nossos experimentos podemos concluir que: 

 

 Utilizando o método CCK8, detectamos que as [25ng/mL e 2,5ng/mL] da 

secreção bruta diminuíram a viabilidade das PBMC e também da 

população de células no 15º dia de diferenciação. 

 Curiosamente as frações hidrofílica e hidrofóbica da secreção bruta 

nestas mesmas concentrações [25ng/mL e 2,5ng/mL] não houve 

diminuição da viabilidade das PBMC e das células no 15º dia de 

diferenciação. 

 A fração hidrofóbica [25ng/mL] favoreceu significativamente a formação 

de osteoclastos. 

 Relembrando que a multinuclearidade é uma característica dos 

osteoclastos, observamos que a quantidade dos osteoclastos 

multinucleados diminuiu com a interferência da secreção bruta 

[0,25ng/mL] 

 Utilizando a coloração de TRAP, que é um marcador bioquímico de 

função dos osteoclastos, verificamos que a secreção bruta [0,25ng/mL 

e 0,125ng/mL] diminuiu o número de osteclastos enzimaticamente 

ativos. 

 Não observamos melhor significativa de imagem da célula com adição 

de Coating de colágeno, e na ausência de Dexametasona não houve 

diferenciação das PBMCs em osteoclastos. 

 A coloração dos anéis de Actina não foi decisiva em apontar alguma 

evidencia nos grupos experimentais, o que nos leva a utilização de mais 

métodos conclusivos. 

 

  Nossa pesquisa é baseada em trabalhos onde a secreção e suas frações já 

são utilizadas, em outros modelos e inclusive em terapias humanas (SCHMEDA-

HIRSCHMANN, et al., 2014; PATWARDHAN et al 2005) nos dando subsídios para 

estudos e desenvolvimento para inovações nessa área. 
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