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Resumo

Palavras-chave
= cloridrato de
raloxifeno
= estrogénio

= genisteina
= kisspeptinas
= osteoporose

Objetivo Avaliar os efeitos do estrogénio, raloxifeno e genisteina na expressao de
KiSS1 (kisspeptina), KISSTR (receptor da kisspeptina), AR (receptor de androgénio) e
INSR (receptor de insulina) nos ossos de ratas ovariectomizadas.

Métodos Quarenta e oito ratas adultas foram divididas aleatoriamente em 6 grupos,
contendo 8 animais cada: G1-controle ndo ovariectomizado); G2-ovariectomizado e
tratado com estrogénios conjugados equinos (50 pg/Kg/dia); G3-ovariectomizado e
tratado com raloxifeno (0,75 mg/kg/dia); G4-ovariectomizado que recebeu extrato de
soja com genisteina (300 mg/kg/dia); G5-ovariectomizado que recebeu estrogénio e
genisteina; e G6-ovariectomizado que recebeu estrogénio e raloxifeno. Apds 3 meses
da cirurgia, os animais castrados receberam os farmacos diariamente por via oral,
durante 120 dias. Todos os animais foram sacrificados apds esse periodo, por
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Introducao

aprofundamento da anestesia. A tibia esquerda foi removida para extracao de RNA total
e andlise da expressao génica de KISST, KISSTR, AR e INSR, por reacdo de cadeia de
polimerase quantitativa em tempo real (quantitative real-time polymerase chain reaction,
gqRT-PCR, em inglés).

Resultados KISST ndo foi detectado em nenhum dos grupos tratados. KISSTR, INSR e
AR mostraram maior expressdo no grupo G3 (p < 0,001), enquanto menores niveis de
transcritos para esses genes foram observados em G4 e G5. Os animais de G2
apresentaram hipoexpressdo dos genes avaliados.

Conclusao Os resultados indicam que o raloxifeno, isolado ou combinado com
estrogénio, foi capaz de induzir a expressao de genes associados a recuperacao da
homeostase do tecido dsseo em ratas ovariectomizadas.

Objective To evaluate the effects of estrogen, raloxifene and genistein on the
expression of KISST (kisspeptin), KISSTR (kisspeptin receptor), AR (androgen receptor)
and INSR (insulin receptor) in the bones of ovariectomized rats.

Methods Forty-eight adult rats were randomly divided into 6 groups, containing 8
animals each: G1-nonovariectomized control; G2-ovariectomized and treated with
conjugated equine estrogens (50 pg/Kg/day); G3-ovariectomized and treated with
raloxifene (0.75 mg/kg/day); G4-ovariectomized animal that received soy extract with
genistein (300 mg/kg/day); G5-ovariectomized animal that received estrogen and
genistein; and G6-ovariectomized animal that received estrogen and raloxifene. Three
months after surgery, the castrated animals received the drugs orally daily for 120 days.
All animals were sacrificed after this period, by deepening the anesthesia. The left tibia
was removed for total RNA extraction and analysis of gene expression of KISS1, KISSTR,
AR and INSR, by quantitative real-time polymerase chain reaction (qQRT-PCR).

Results KiISST was not detected in any of the treated groups. KISSTR, INSR and AR
showed higher expression in the G3 group (p < 0.001), while lower levels of transcripts
for these genes were observed in G4 and G5. G2 animals showed hypoexpression of the
evaluated genes.

Conclusion The results indicate that raloxifene, alone or combined with estrogen,
was able to induce the expression of genes associated with the recovery of bone tissue
homeostasis in ovariectomized rats.

entender melhor a fisiologia e a patogénese da perda

A osteoporose apresenta-se como um desafio global e cres-
cente. Uma em cada duas mulheres, principalmente na p6s-
menopausa, apresenta esta afeccio.! Embora a idade e a
osteoporose possam ser fatores independentes, 34% do total
de fraturas observadas nas mulheres estdo relacionadas ao
envelhecimento e a diminui¢do nos niveis dos horménios
sexuais. Sabe-se que esta queda leva ao desequilibrio entre a
formacdo e reabsorcdo 6sseas, com progressiva reducdo da
mineralizagdo e estrutura do tecido, e consequentemente ao
aumento do risco de fraturas.’

Caracterizada pela perda da massa 6ssea e deterioracdo de
sua microarquitetura,L2 a osteoporose causa incapacidade,
reducdo da qualidade de vida e aumento da mortalidade
devido ao risco elevado de fraturas graves.3 O aumento na
incidéncia da osteoporose, bem como os custos de satide em
uma sociedade envelhecida, acentuam a necessidade de

6ssea.>? Neste sentido, estudos recentes evidenciam a
importancia de moléculas do eixo reprodutivo na fisiologia
Ossea, entre eles a kisspeptina, durante a remodelacdo deste
tecido.

A kisspeptina é um neuropeptideo produzido no hipota-
lamo e atua na sintese de importantes hormoénios, como o
hormoénio luteinizante (luteinizing hormone, LH, em inglés) e
o hormoénio foliculo estimulante (follicle-stimulating hor-
mone, FSH, em inglés). Tanto a kisspeptina quanto seu
receptor sdo essenciais para a reproducdo em homens e
mulheres.* Foi demonstrado recentemente em roedores
que sua administra¢do promove a diferenciagdo in vitro de
osteoblastos pela expressio do seu receptor (KISSTIR ou
GPR54).*° Assim, a kisspeptina pode ter efeitos benéficos
diretos na homeostase esquelética, independentemente da
sua atuacdo na liberacdo de esteroides sexuais.” No entanto,
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existem poucos dados sobre sua expressdo e func¢do, bem
como de seu receptor, no 0sso, principalmente na osteopo-
rose relacionada ao hipoestrogenismo.

Amostras de tecido 6sseo de pacientes acometidas sdo de
dificil obtencdo, tornando a utilizacdo de modelos experi-
mentais uma excelente opc¢do para auxiliar a melhor com-
preender esta doenca. Assim, o desenvolvimento de modelo
experimental de ovariectomia tem contribuido na investi-
gacdo da etiologia e patofisiologia da osteoporose, bem como
no estabelecimento de medidas preventivas e novas tera-
pias.® A castracdo das ratas induz a um processo patoldgico
similar ao de doencas que afetam a estrutura 6ssea, com
consequente ganho de peso e diminuicdo da absor¢do do
cilcio intestinal.®’ O modelo experimental que melhor
mimetiza a osteoporose da mulher na pds-menopausa é
obtido com a realizagdo da ovariectomia em ratas com
mais de seis meses de idade.”"®

Cientes da relevancia do estrogénio na fisiologia e das
complicagdes da terapia hormonal cldssica e dos modulado-
res seletivos do receptor estrogénico (selective estrogen
receptor modulators, SERMs, em inglés), os fitoestrogénios
despertaram grande interesse clinico como alternativa tera-
péutica. Estas moléculas apresentam alta similaridade estru-
tural e quimica com os estrogénios. A genisteina, por
exemplo, tem sua estrutura semelhante a do 17 B-estradiol,
podendo se ligar aos receptores de estrogénio (REs), tendo
funcionalmente atividade estrogénica e antiestrogénica.%’

0 raloxifeno (andlogo do benzotiofeno) atua como modu-
lador seletivo dos receptores de estrogénio, sendo usado no
tratamento e prevenc¢do da osteoporose. Estudos mostram
que o raloxifeno aumenta a densidade dssea e reduz em até
50% o risco de fraturas de vértebras em mulheres com
menopausa precoce.’

No presente trabalho, avaliamos comparativamente os
efeitos dos tratamentos com estrogénio, raloxifeno e extrato
de soja rico em genisteina, isolados ou em combinac¢do, no

perfil de expressao génica da kisspeptina (KISS1) e de seu
receptor (KISS1R) no osso de ratas ovariectomizadas. De igual
modo, a expressdo dos receptores de androgénio (AR) e de
insulina (INSR) também foram analisados.

Métodos

Tratamento dos animais e eutanasia

Ao todo, 48 ratas (Rattus norvegicus albinus) recém-nascidas,
da linhagem Wistar, foram obtidas no biotério central da
nossa universidade. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas medindo 45 x 35 x 15 cm, com tampa gradeada de
metal, com alimentagdo e agua ad libitum, em temperatura
ambiente de 22°C e iluminacdo artificial. Manteve-se foto-
periodo claro de 12 horas intercalado com escuro de 12
horas, considerando-se o periodo de luz das 7:00 as 19:00
horas. O presente protocolo foi avaliado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA; n° 0421/07).

Ap0s 9 dias de nascimento, as ratas receberam propionato
de testosterona (0,1 mg/g), pela via subcutdnea, a fim de
induzir aumento da massa 6ssea final.>” Apés os 6 meses de
vida, a faixa de peso observada foi de 278 g a 312 g. Neste
momento, 40 ratas foram submetidas a ovariectomia
(=Fig. 1). As demais, ndo castradas, constituiram o grupo
controle (G1). Apés 21 dias, foi realizado exame colpocito-
légico para comprovar o efeito da castracio.®’

Ap6s 3 meses da ovariectomia, as 40 ratas foram divididas
randomicamente em 5 grupos iguais, contendo 8 ratas cada,
a saber: G2-ratas ovariectomizadas que receberam estrogé-
nios conjugados equinos, dose de 50 pg/Kg/dia; G3-ratas
ovariectomizadas que receberam raloxifeno, 0,75 mg/kg/dia;
G4-ratas ovariectomizadas que receberam extrato de soja
enriquecido com genisteina, 300 mg/kg/dia; G5-ratas ova-
riectomizadas e que receberam extrato de soja enriquecido
com genisteina e estrogénios combinados e G6-ratas ova-
riectomizadas que receberam raloxifeno e estrogénios

Fig. 1 Ovariectomia das ratas adultas (6 meses de idade). Fotografias as etapas da técnica de ovariectomia realizadas no presente estudo. (A)
Delimitacdo da drea onde se encontra o ovario; (B) depilacdo do dorso e assepsia com Povidine (solu¢do aquosa); (C) exposicdo do corno
esquerdo do Utero; (D) exérese do ovério esquerdo; e (E) fechamento por planos.
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combinados. Estas substancias foram ministradas durante
120 dias consecutivos, com auxilio de sonda metalica, como
previamente descrito.®”

Apbs o periodo de tratamento, os animais foram subme-
tidos a eutanasia em cdmara de CO, conforme a diretriz
institucional para manejo de animais da Faculdade de Medi-
cina da Universidade de Sdo Paulo. Em seguida, as tibias
foram coletadas para processamento histolégico, imunoisto-
quimico e molecular, conforme protocolo especifico a ser
descrito para cada analise.

Coleta dos tecidos e analise da expressao génica por
reacao de cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real

A tibia direita foi dissecada rapidamente sobre uma superfi-
cie resfriada (4°C), congelada em nitrogénio liquido e arma-
zenada em freezer -80 °C. Para a extra¢do do RNA total, as
tibias foram pulverizadas, em nitrogénio liquido, utilizando
um mortar e pistilo de aco (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, Estados Unidos) previamente resfriados em
gelo seco. Ao p6 de osso, foi adicionado o reagente Trizol
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Essa mistura foi
homogeneizada com auxilio do aparelho Polytron PT10-35
(Kinematica AG, Malters, Suica).

O RNA obtido foi tratado com DNAse I (Fermentas, Hano-
ver, MD, Estados Unidos), segundo indicacdo do fabricante,
para eliminar possivel contamina¢do com DNA gendmico. A
concentracdo e pureza dos RNAs foram determinadas por
espectrofotometria em aparelho tipo Nano Drop (Thermo
Fisher Scientific) e por eletroforese em géis de agarosea 1%. 0
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1ug do
RNA total extraido, utilizando o kit HiCapacity cDNA synt-
hesis (Thermo Fisher Scientific), conforme protocolo deter-
minado pelo fabricante, no aparelho Veriti (ThermoFisher
Scientific) e ciclagem padrdo do aparelho. Os oligonucleoti-
deos iniciadores para a amplificacdo foram desenhados com
auxilio do programa Primer Express (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos), versdo 1.0. Para as reacgdes
de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (real-time
polymerase chain reaction, RT-PCR, em inglés) foram utiliza-
dos assays inventoriados (conjunto de primers e sondas
fluorescentes) para amplificacdo dos genes ACTB (beta-
actina, 4352340E), KISS1 (kisspeptina, Rn00710914_m1),
KISS1R (receptor da kisspeptina, Rn00576940_m1), INSR
(receptor de insulina, Rn00690703_m1) e AR (receptor de
androgénio, Rn00560747_m1). As reacoes foram realizadas
em triplicada (trés réplicas para cada gene e amostras
testada nas analises), em placas de 96 pocos e utilizando o
aparelho ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Estados Unidos).

Os valores relativos a amplificagdo dos genes de interesse
nos grupos tratados em relacdo aos animais do grupo con-
trole e normalizados pelo gene ACTB foram obtidos pelo
método 2(-delta delta C(T)) (ddCT).'®

Analise Estatistica
Os dados foram analisados em planilha do Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, Estados Unidos) e

foram calculados as médias e os desvios padrdo (DPs) da
média para cada grupo avaliado. Inicialmente, avaliou-se a
distribuicdo da amostra. Para a comparacdo entre 0s grupos,
quando a distribui¢do foi homogénea, utilizou-se o teste de
analise de varidncia (analysis of variance, ANOVA, em inglés)
(p <0,05), seguido pelo pds-teste de Tukey. Caso contrario,
foi empregado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn.

Para a comparacgdo entre dois grupos, foram empregados
os testes t de Student ou Mann-Whitney, na dependéncia da
distribuicdo da amostra. Fixou-se como significante quando
p <5%. Todas as andlises foram realizadas com o software
estatistico SPSS Statistics for Windows, versdo 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).

Resultados

Nao foi observada variagdo estatisticamente significativa de
peso entre os animais dos diferentes grupos (p <0,05),
conforme descrito em trabalho anterior de nosso grupo.’
Estes resultados mostraram que, apds o 4° més de trata-
mento, maior peso foi observado para os animais do grupo
tratado com estrogénio e genisteina (G5 =336,7 g) e 0 menor
naqueles tratados apenas com raloxifeno (G3=307,6g).
Na =Fig. 2, podem ser observadas as fotomicrografias repre-
sentativas do perfil de tecido 6sseo (tibia) de ratas ndo

A

p

-
d8

Fig.2 Efeito dacastracdo na microarquitetura éssea. Fotomicrografia
6ssea de ratas ndo ovariectomizada (A) e ovariectomizada (B),
apresentando a diferenca da arquitetura e organizacao do tecido apds
a castracdo. As setas indicam a localizacdo das trabéculas ésseas. As
imagens demonstram a eficiéncia da castracdo no tecido dsseo.
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castradas, em compara¢do ao tecido 6sseo de uma rata
ovariectomizada. A figura permite observar a diferenca na
histoarquitetura das trabéculas 6sseas induzida pelo proce-
dimento, demonstrando a eficacia do modelo utilizado em
nossos estudos.’

Nosso grupo ja havia demonstrado®’ a eficicia destes
tratamentos na remodelagdo da arquitetura 6ssea. Assim, no
presente manuscrito, avaliamos a influéncia destes trata-
mentos na expressdo de genes relevantes para a reproducdo e
cuja perda tem sido associada a desmineralizacdo 6ssea. As
gRT-PCRs mostraram que maior inducdo da expressao de
KISS1R, INSR e AR foram observadas no grupo tratado com
raloxifeno (G3), com valores estatisticamente significativos
(p <0,001). Menores niveis de transcritos para estes mesmos
genes foram observados nos grupos G4 e G5 (genisteina e
genisteina combinada com estrogénio, respectivamente),
porém sem diferenga significativa. A ~Fig. 3 apresenta os
valores de expressdo obtidos para cada grupo testado.

Os animais tratados somente com estrogénio (G2) apre-
sentaram hipoexpressao de todos os genes avaliados, porém
sem diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos
demais grupos. Ja o grupo G6 (tratado com raloxifeno e
estrogénio) mostrou maior expressdo dos genes avaliados
do que os grupos que receberam estradiol isolado ou em
combinacdo com genisteina, porém diferenca significativa sé
foi observada para o AR (~Fig. 3).

Discussao

Sabe-se que no hipoestrogenismo ocorre a morte dos osted-
citos, com nitido recrutamento e maior atividade dos osteo-
clastos. Estes, por sua vez, levam a degradacdo do tecido
6sseo e fagocitose dos ostedcitos.!'~3 Estudos mostraram os
ostedcitos, osteoblastos e/ou células de revestimento 6sseo,
em processo de apoptose, sendo fagocitados pelos osteoclas-
tos.'?13 Talvez este seja o principal mecanismo de agdo do
estrogénio no 0sso.

O estrogénio inibe a reabsor¢do 6ssea, agindo sobre os
osteoclastos por diversas vias. No hipoestrogenismo, ocorre
aumento na formagdo e acdo de osteoclastos, bem como
de seu tempo de sobrevida, induzindo a maiores nimero e
atividade reabsortiva destas células. Em paralelo, a sintese de
matriz 6ssea pelos osteoblastos é diminuida, ocorrendo
maior reabsorcio em relacdo a formacdo,'* bem como o
desarranjo na microarquitetura dssea visto em nosso expe-
rimento, a0 compararmos 0s animais ovariectomizados com
o controle fisiologico.'? 14

Evidéncias mostram que o estrogénio, o raloxifeno e o
extrato de soja enriquecido com genisteina podem atenuar
as alteracdes 6sseas causadas pelo hipoestrogenismo.®’+°
Nosso estudo mostrou efeito positivo da associacdo de
estrogénio e raloxifeno na expressdo dos genes de inte-
resse nos 0ssos das ratas castradas. Contudo, maior efica-
cia foi observada para o raloxifeno isoladamente. Ja para o
extrato de soja rico em genisteina, isolado ou associado ao
estrogénio, ndo foi observada a¢do benéfica significativa
no tecido 6sseo. Alguns estudos mostraram que a genis-
teina ndo é eficaz na manuteng¢do da massa éssea apés a
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Fig. 3 Deteccdo da expressdo génica por reacao em cadeia da
polimerase em tempo real (real-time polymerase chain reaction, RT-PCR,
em inglés). Expressdo relativa de KISSTR, INSR e AR 6ssea nas ratas dos
diferentes grupos avaliados. Os valores de expressdo génica foram
obtidos pelo método ddCT, utilizando como referéncia os valores de
amplificacdo do grupo controle ndo ovariectomizado, ap6s normaliza-
¢do dos valores de amplificacdo de cada amostra (para todos os genes
alvo) pelos valores obtidos para o gene constitutivo (ACTB, beta-actina).
Os asteriscos indicam os valores-p (*p < 0,05 e **p <0,001).

ovariectomia, tanto em animais quanto em mulheres na
pés-menopausa.'®

Menores niveis de expressao génica foram observados nos
ossos das ratas tratadas somente com estrogénio. Neste
sentido, os mecanismos de acdo deste hormonio nos 0ssos
ndo estdo completamente elucidados, apesar de algumas de
suas vias de acdo serem bem caracterizadas. Sabe-se que o



17B-benzoato de estradiol inibe a formacdo e a atividade dos
osteoclastos, levando a reducdo do ndmero destas célu-
las.® 17 Esta caracteristica de acdo do estrogénio poderia
justificar a perda de expressdo génica nos grupos tratados
com estradiol, no presente estudo. Faloni et al.,'® observaram
que os ossos alveolares de ratas tratadas com estrogénio
apresentam diminuicdo do nimero de osteoclastos, por
inducdo da apoptose. Embora este dado seja positivo para
a densidade 6ssea, a perda na celularidade poderia compro-
meter a deteccdo de transcritos.

Ja o raloxifeno pode agir como agonista ou antagonista de
forma tecido especifica, por apresentar afinidade pelo RE
semelhante ao 17B-estradiol.'® Alguns estudos sugerem que
o raloxifeno é capaz de estimular as vias estrogénicas exclu-
sivamente pelo REg, justificando sua seletividade teci-
dual.®>?%21 Nossos resultados mostraram que sua acdo
isolada foi benéfica ao osso; porém, como ja descrito, a
associacdo ao estrogénio ndo apresentou efeito adjuvante.
Este resultado pode ser explicado pela competi¢do ao recep-
tor, ou por inibicdo do receptor de estrogénio com essa
combinagio hormonal.?*? Estudo anterior demonstrou
que o raloxifeno é mais eficaz em tecidos 6sseos com maior
disponibilidade de receptor de estrogénio.?3

Resultados prévios de nosso grupo mostraram que o
tratamento com genisteina e o raloxifeno aumentam a
expressdo de colageno tipo I e seu RNA mensageiro. No
entanto, o uso combinado de estrogénios conjugados equi-
nos e raloxifeno ou genisteina ndo parecem melhorar ou
reduzir a qualidade 6ssea apés ovariectomia.®”

AKkisspeptina é um peptideo codificado pelo gene KISS1 e é
importante na modulacdo do eixo hipotalamo-hipésife-
gonadal (HHG). E produzida no hipotilamo, especificamente
na sua area anteroventral periventricular e no nicleo arque-
ado, e é o ligante do receptor 54 ligado a proteina G (GPR54
=KISS1R). Em humanos, mutag¢des no gene que codifica o
KISS1R levam a deficiéncia da producdo de hormdnio libe-
rador de gonadotrofinas (gonadotropin-releasing hormone,
GnRH, em inglés), o que culmina com o quadro de hipogo-
nadismo hipogonadotréfico.?*2°

A interagdo da kisspeptina com o seu receptor é associada
com os picos de GnRH/LH que precedem a cascata hormonal
da ovulagio em ovelhas?® e em ratos.?’ Assim, a nio deteccdo
do gene KISS1 em nossos experimentos pode se dever ao
estado menopausal dos animais. Em modelos de ratas andro-
genizadas com DHT (di-hidrotestosterona), foi demonstrada
a diminuicdo da expressdo do gene KISS1 e também de sua
proteina,?® o que corrobora com os nossos achados. Ja o gene
KISS1R apresentou expressdo aumentada nos grupos trata-
dos com raloxifeno, isolado ou combinado ao estradiol, o que
parece ser um mecanismo compensatorio para a expressio
diminuida do KISS1. Em estudo realizado por Gore et al,? o
tratamento com estradiol a partir de 19 dias de vida fetal até
7 dias de idade ocasionou uma reducdo na expressdo do
KISS1 e aumento de KISS1R.

A influéncia bidirecional entre osso e metabolismo ener-
gético foi demonstrada pela descoberta de que o produto da
osteocalcina (osteoblastos) aumenta, entre outros achados, a
secrecdo e sensibilidade a insulina. Em contrapartida, a a¢do

anabdlica da insulina mostra-se crucial para a fun¢do dos
osteoblastos. Essa relagdo é nitida em pacientes diabéticos
com osteopenia grave devido a deficiéncia de insulina.®

O presente trabalho mostrou que o tratamento de ratas
adultas ovariectomizadas com raloxifeno, isolado ou combi-
nado com estrogénio, induziu aumento da expressdo de
KISS1R, INSR e AR. Embora estudos que definam as melhores
condi¢des de uso desses farmacos, incluindo mulheres com
osteosporose hipoestrogénica, sejam necessarios, nossos
dados mostram que este tratamento pode ser uma impor-
tante alternativa na recupera¢do da homeostase do tecido
6sseo destas pacientes.

Conclusao

Os resultados obtidos indicam que a utilizagdo do raloxifeno
foi capaz de induzir a hiperexpressdo dos genes KISS1R, INSR
e AR em ratas adultas castradas.
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