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Resumo 
 

O tecido ósseo é um tecido dinâmico capaz de reparar espontaneamente após o 

estabelecimento de uma lesão ou defeito, devido à ação coordenada entre matriz e 

células ósseas, envolvendo a ativação de diversas vias de sinalização. Alguns 

fatores, como a diabetes, interferem nessa resposta biológica, o que resulta em um 

impacto negativo sobre o reparo e remodelação óssea. No entanto, os mecanismos 

envolvidos ainda não estão esclarecidos. O presente estudo tem como objetivo 

investigar a participação da via Wnt/ß-catenina no reparo ósseo em animais normais 

e diabéticos e estudar os efeitos da diabetes no processo de remodelação óssea. A 

primeira etapa do estudo objetivou avaliar o papel da via Wnt no reparo ósseo 

através da inibição da expressão de Dkk-1, uma proteína reguladora da via. Para 

isso foram utilizados camundongos C57BL/6 submetidos a dois tipos de deleção de 

Dkk-1: deleção global (Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre) ou deleção específica em 

osteócitos (Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre). Animais sem deleção foram usados como controles 

(Cre-negativos). Todos os animais foram submetidos ao defeito subcrítico de 

calvária de 1,8 mm de diâmetro. Os animais foram acompanhados por 4 semanas 

após o procedimento cirúrgico e então eutanasiados. As calvárias foram removidas 

para as análises microtomográfica, histológica e histométrica e para investigação da 

expressão de genes envolvidos com o metabolismo ósseo (Dkk-1; Runx2; OCN; 

OPG e RANKL). Amostras de sangue foram coletadas pouco antes da eutanásia 

para determinação dos níveis séricos de P1NP e CTx, marcadores bioquímicos da 

remodelação óssea. Observou-se uma aumento de 33% e 45% de osso neoformado 

nos grupos Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-1fl/fl;Dmp1, respectivamente, quando 

comparados aos respectivos controles Cre-. Entretanto, apenas na linhagem Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre+ observou-se aumento de P1NP, marcador de formação óssea, e 

redução de CTx, marcador de reabsorção óssea. A deleção de Dkk-1 derivado de 

osteócitos aumentou significativamente a quantidade de superfície óssea 

mineralizada, as taxas de aposição mineral e de formação óssea, bem como o 

número de osteoblastos. Em relação à expressão gênica, na linhagem Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre+ houve aumento de Runx2, OCN e OPG. Esses resultados sugerem 

que a via Wnt participa do processo de reparo ósseo, e o uso de animais com 

deleção específica de Dkk-1 derivado de osteócitos é uma ferramenta potencial de 

pesquisa para o estudo do envolvimento da via Wnt no metabolismo ósseo normal e 
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em várias condições patológicas associadas. Na segunda etapa do presente 

trabalho, camundongos C57BL/6 nocaute para Dkk-1 específica em osteócitos (Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre) foram submetidos ao modelo de diabetes tipo 1 induzida por 5 

injeções consecutivas de estreptozotocina (STZ) (40 mg/kg – i.p) objetivando avaliar 

o impacto da diabetes tipo 1 (T1DM) no processo de reparo e remodelação óssea. 

Os descendentes respectivos Cre-negativos foram usados como controles. Doze 

semanas depois, os animais foram submetidos ao modelo de defeito de calvária 

conforme descrito anteriormente. Após a eutanásia, 4 semanas após o procedimento 

cirúrgico, a calvária e o fêmur de cada animal foram coletados para as análises 

microtomográfica, histológica e histométrica. Amostras de sangue foram coletadas 

para determinação sérica de proteínas envolvidas com o metabolismo ósseo P1NP, 

Dkk-1, SOST, CTx, TRAP, além da dosagem de glicemia e teste de tolerância à 

glicose. O peso corporal e a quantidade de gordura perigonodal e subcutânea foram 

analisadas. A T1DM reduziu em 36% o volume de osso trabecular nos animais Cre-, 

enquanto que os animais nocaute para Dkk-1 perderam apenas 16%. A perda óssea 

cortical não foi observada em animais diabéticos nocaute para Dkk-1, ao contrário 

dos animais controle. Animais diabéticos, tanto Cre- quanto Cre+, apresentaram 

menor taxa de reparo ósseo e redução do número de osteoblastos e dos níveis 

séricos de P1NP. O número de osteoclastos e níveis séricos de TRAP se 

apresentaram aumentados apenas nos animais diabéticos controle (Cre-). Em suma, 

Dkk-1 derivado de osteócitos não influencia o desenvolvimento de T1DM, nem 

interfere no reparo óssea durante a T1DM, mas desempenha papel importante na 

perda óssea induzida por Dkk-1 osteocítico por regular o número de osteoclastos. 

 

Palavras-Chave: Cicatrização, Osso e Ossos, Via de sinalização Wnt, Diabetes 

Mellitus tipo 1, Crânio. 
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Abstract 
 

Bone is a dynamic tissue able to repair spontaneously after an injury of 

establishment of a defect, due to the coordinated action of matrix and bone cells, 

mediated by the activation of several signaling pathways. Some factors, such as 

diabetes, interfere on this biological response, resulting in a negative impact over 

bone repair and remodeling. Nevertheless, the mechanism involved are yet to be 

clarified. The present study aimed to investigate the role of Wnt/ß-catenin on bone 

repair in animals either normal or diabetic and study the effects of diabetes on the 

remodeling process. First of all, the study aimed to evaluate the role of Wnt pathway 

through the inhibition of Dkk-1 expression, a regulatory protein of this pathway. For 

this, it was used C57BL/6 mice submitted to 2 types of Dkk-1 deletion: global deletion 

(Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre) or osteocyte-specific deletion (Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre). 

Animals without deletion were used as control (Cre-negative). All animals were 

submitted to subcritical calvaria defect of 1.8 mm diameter. The animals were 

followed for 4 weeks after the surgical procedure and then euthanized. Calvaria 

bones were collected for microtomographic, histological and histometric analyses. 

And for investigation of the expression of gene involved on bone metabolism (Dkk-1; 

Runx2; OCN; OPG e RANKL). Blood samples were collected before euthanasia in 

order to determine serum levels of P1NP and CTx, biochemical markers of bone 

remodeling. In both strains, it was observed greater bone repair when (Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre=33%; Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre=45%) compared to its respective 

control Cre-. However, only in the animals Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre+ it was observed an 

increase of P1NP, a marker of bone formation and reduction of CTx, marker of bone 

resorption. Deletion of osteocyte-derived Dkk-1 significantly increased the amount of 

mineralized bone surface, mineral apposition rate and bone formation, as well as the 

number of osteoblasts. Considering the genetic expression, in Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre+ 

there was an increase of Runx2, OCN e OPG. Therefore, we can conclude that Wnt 

plays a role on bone repair and the use of animals with specific deletion of osteocyte-

derived Dkk-1 is a potential research tool to study the involvement of Wnt pathway on 

bone metabolism, in several pathological conditions associated. On the second part 

of this study, C57BL/6 mice with specific deletion of Dkk-1 in osteocytes (Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre) were subjected to the model of type 1 diabetes (T1DM) using 5 

consecutive injections of streptozotocin (STZ) (40 mg/kg – i.p) aiming to evaluate the 

 

 

12 



impact of T1DM on bone repair. The respective offspring cre-negative animals were 

used as control. Twelve weeks later, the animals were subjected to the model of 

calvaria defect as described previously. After euthanasia, 4 weeks after the surgical 

procedure, calvaria and femur from each animal were collected for 

microtomographic, histological and histometric analyses. Blood samples were 

collected in order to determine serum levels of proteins involved with bone 

metabolism. Corporal weight and the amount of perigonodal and subcutaneous fats 

were analyzed. T1DM reduced by 46% the volume of trabecular bone in animals Cre- 

, while the Dkk-1 knockout animals lost only 16%. The cortical bone loss was 

completely protected in diabetic Dkk-1 knockout animals. T1DM suppressed the 

bone formation rate, number of osteoblast, the serum levels of P1NP and bone 

defect repair in either Cre- or Cre+ animals. The number of osteoclasts and the 

serum levels of TRAP were increased only in diabetic control animals. In summary, 

osteocyte-derived Dkk-1 does not interfere on the development of T1DM, and it does 

not mediate bone repair during T1DM, but it plays an important role on bone loss 

induced by osteocyte-derived Dkk-1 by regulation of osteoclasts. 

 

Keywords: Wound and healing, Bone and Bones, Wnt signaling pathway,Type 1 

diabetes mellitus, Skull. 
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1.1. Tecido ósseo 
 

O osso é um tecido conjuntivo mineralizado, que exerce funções importantes 

no corpo, tais como locomoção, suporte e proteção de tecidos moles, além de atuar 

como reserva de cálcio e fósforo e compartimentalizar a medula óssea (DATTA et 

al., 2008). Apesar da sua aparência inerte, o osso é um tecido altamente dinâmico 

pois está continuamente sendo reabsorvido e neoformado (CLARKE, 2008), 

mediado por sua estrutura complexa, formada por células, osteoblastos, osteócitos e 

osteoclastos e uma matriz extracelular (MEC). 
 

Os osteoblastos são células cuboidais localizadas ao longo da superfície 

óssea. Consistem de 4-6% de todas as células residentes e são amplamente 

conhecidas por sua função de formação óssea. São derivados de uma célula tronco 

mesenquimal que se compromete com a linhagem osteoblástica por ação de 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) e pelos membros da família Wingless 

(Wnt). A expressão dos genes de fator de transcrição relacionado a Runt (Runx2) e 

Osterix (Osx) são cruciais para a diferenciação osteoblástica. Posteriormente, na 

fase proliferativa, os progenitores de osteoblastos mostram atividade de fosfatase 

alcalina (FA), sendo então considerados pré-osteoblastos. Quando maduros, os 

osteoblastos passam a expressar níveis elevados de Osx e osteoprotegerina (OPG) 

e a secretar proteínas da matriz óssea tais como osteocalcina (OCN), sialoproteína 

óssea (BSP) e colágeno tipo I (CAPULLI et al., 2014). 

Os osteócitos, os quais consistem de 90-95% do total de células ósseas, são 

os tipos celulares mais abundantes do tecido ósseo e apresentam vida útil de até 25 

anos. Eles são derivados de osteoblastos, que se localizam dentro de uma lacuna 

circundada por matriz óssea mineralizada. Durante a fase de osteócitos maduro, os 

marcadores de osteoblastos (OCN, BSP, colágeno tipo I e FA) são regulados 

negativamente dando lugar aos marcadores de osteócitos, proteína da matriz de 

dentina-1 (DMP1) e esclerostina (SOST), que se tornam expressas em altas 

concentrações. Sua principal função é mecanossensitiva, que é alcançada devido 

sua morfologia dendrítica e localização estratégica dentro da matriz óssea 

(BONEWALD, 2011). 
 

Os osteoclastos, cuja função é de reabsorção óssea, são terminalmente 

diferenciados em células multinucleadas, as quais se originam de células 

mononucleares da linhagem hematopoiética sob a influência de fator estimulador de 
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colônia de macrófagos (M-CSF) secretado por células mesenquimais 

osteoprogenitoras e osteoblastos, bem como de RANKL, secretado por 

osteoblastos, osteócitos e células estromais (CROCKETT et al., 2011). 
 

A MEC do tecido ósseo, é uma matriz rígida pois é calcificada, entretanto 

apresenta certa elasticidade. Ela é composta por uma fase orgânica constituída 

especialmente por colágeno do tipo I, além de proteínas não colagenosas tais como: 

proteoglicana, glicoproteína, osteonectina, fibronectina, osteopontina, sialoproteína 

óssea, osteocalcina, dentro outras. A fase inorgânica, por sua vez, é composta 

principalmente por fosfato e cálcio que se organizam em cristais de hidroxiapatita, 

proporcionando resistência e rigidez ao tecido (ORYAN et al., 2015). Quando ainda 

está na fase não calcificada a MEC recebe o nome de osteoide. 

 

1.2. Reparo ósseo 
 

Em ação bem orquestrada, as células ósseas e a MEC promovem 

remodelação contínua do tecido ósseo (SIMS & GOOI, 2008). Essa capacidade 

intrínseca de regeneração é importante tanto para o desenvolvimento do sistema 

esquelético, quanto para o reparo em resposta à injúria tecidual. 

O processo de reparo ósseo pode ser dividido em 3 fases: (1) estágio 

inflamatório, (2) estágio proliferativo, (3) estágio de remodelação. Na fase 

inflamatória, que acontece logo após a injúria, se observa inicialmente um 

hematoma, devido a lesão dos vasos do osso e periósteo, seguido de elevação da 

quantidade de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, -6 e TNF). A lesão vascular gera 

hipóxia tecidual com consequente necrose de osteócitos. Em seguida, macrófagos 

fagocitam as áreas necróticas e liberam fatores de crescimento responsáveis pela 

migração, recrutamento e proliferação de células tronco mesenquimais as quais se 

diferenciam em angioblastos, fibroblastos e osteoblastos. A combinação de células 

inflamatórias, broto vasculares e fibroblastos imaturos formam um tecido de 

granulação. Em condições normais a fase inflamatória é rápida e dura até uma 

semana após injúria (ORYAN et al., 2015; ARAÚJO et al., 2015). Em seguida se 

inicia a fase proliferativa, que pode ser dividida em duas partes, fibroplasia e 

formação óssea, e se caracteriza pela formação de tecido, de forma rápida e 

intensa. Na fibroplasia há deposição rápida de matriz, que por sua vez é penetrada 

por vasos e células formadoras de tecido ósseo. Os osteoclastos removem osso 

necrótico, ao mesmo tempo que se tem a formação de matriz osteoide gerando um 
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ósteon primário. Na fase de remodelação, há mineralização do osso, e escultura do 

tecido ósseo em sua forma, tamanho e competência biomecânica originais (ORYAN 

et al., 2015). 
 

Apesar da reconhecida capacidade regenerativa do tecido ósseo após uma 

lesão, fatores locais e sistêmicos tais como condições associadas a um 

microambiente desfavorável, técnicas cirúrgicas sub-óptimas, ou instabilidade 

biomecânica (GOMES & FERNANDES, 2011), podem afetar o equilíbrio 

fisiológico/molecular do osso e contribuir para um processo de reparo inadequado 

(GOMES & FERNANDES, 2011; PHAN et al., 2004). Diante disso, torna-se 

interessante entender os mecanismos biológicos e moleculares envolvidos no 

processo de reparo. 

 

1.3. Via de sinalização Wnt no tecido ósseo 
 

A via de sinalização Wnt tem sido dividida em 3 braços principais: as vias não 

canônicas Wnt-polaridade celular planar e via Wnt-cálcio, e a via Wnt-beta-catenina 

também chamada de via canônica, sendo que esta última tem se destacado por 

seus efeitos em células ósseas. 

A via de sinalização Wnt canônica se inicia quando proteínas WNT se ligam 

ao seu complexo de receptores, receptor transmembrana Frizzled (FZD) e receptor 

de lipoproteínas de baixa densidade - relacionado a proteína 5/6 (LRP5/6) (GRUBER 

et al., 2016). Esta interação resulta em inativação do complexo de destruição de 

beta-catenina. Consequentemente, beta-catenina se acumula no citoplasma, e é 

então translocada para o núcleo onde se associa com fatores de transcrição para 

estimular genes alvo para estimular formação óssea. A via Wnt pode ser modulada 

por antagonistas extracelulares tais como Dickkopfs 1 (Dkk-1) ou Esclerostina 

(SOST), que se ligam ao LRP bloqueando seu sítio de interação (Figura 1). De 

forma geral, a via de sinalização Wnt estimula a proliferação, diferenciação, 

crescimento, sobrevivência, desenvolvimento e regeneração celular (SHI et al., 

2016). 
 

No tecido ósseo, a via Wnt regula a osteogênese e parece estar envolvida no 

processo de reparo ósseo (KRISHNAN et al., 2006). A via canônica Wnt afeta toda a 

linhagem osteoblástica, estimulando o comprometimento e diferenciação de células 

tronco mesenquimais em osteoblastos. A ativação da via Wnt em osteoblastos 

promove expressão de OPG causando menor diferenciação de osteoclastos e 
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consequentemente redução da reabsorção óssea (BARON & KNEISSEL, 2013). 

Durante o reparo ósseo, a via Wnt melhora a massa óssea, pois promove 

osteoblastogênese e contribui para função do osteoblasto sendo considerada, 

portanto, osteoindutora (KRISHNAN et al., 2006; MAJIDINIA et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Via de sinalização Wnt/beta-catenina. (A) Wnt se liga ao receptor FZD e co-

receptores LRP5/6. DSH recruta o complexo de destruição de beta-catenina para a membrana 

celular permitindo que beta-catenina se acumule no citoplasma e transloque para o núcleo. No 

núcleo, beta-catenina interage com TCF e ativa a transcrição gênica. (B) Quando Dkk-1 e SOST 

interagem com os receptores de Wnt, beta-catenina é sequestrada pelo complexo de destruição 

composto por Axina, CK1alfa, APC e GSB3beta, fosforilada e ubiquitinada e consequentemente 

degradada por proteassomo. (Fonte: Próprio autor) 

 

Como dito anteriormente, a via Wnt pode ser regulada pela ação de alguns 

inibidores. Dkk-1 é o membro mais bem estudado da família de DKK que tem 4 

formas diferentes (DIARRA et al., 2007). Ele está amplamente expresso em diversas 

células, incluindo osteoblastos e osteócitos (KE et al., 2012). Sabendo que Dkk-1 é 

inibidor chave da interação Wnt/LRP5, espera-se que a redução da expressão de 

Dkk-1 resulte no aumento da atividade de Wnt e consequentemente aumente a 

massa óssea (MORVAN et al., 2006). A desregulação da expressão de Dkk-1 está 

relacionada a diversas desordens ósseas, incluindo artrite reumatoide, vários tipos 

de câncer, tais como câncer de mama, próstata e mieloma, bem como na 
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osteoporose induzida por glicocorticoide ou pós-menopausa, e diabetes (HUANG et 

al., 2018). Assim, Dkk-1 se destaca não apenas como regulador negativo chave da 

diferenciação de osteoblastos, mas também porque está envolvido na patogênese 

de diversas doenças que afetam o tecido ósseo (COLDITZ et al., 2018). Apesar da 

sua relevância, algumas questões acerca da regulação da homeostasia óssea via 

Dkk-1 ainda permanecem não respondidas, como por exemplo, a fonte celular de 

Dkk-1 relacionada às condições patológicas, e seu uso como ferramenta para 

estudo da participação da via Wnt durante o reparo ósseo (COLDITZ et al., 2018). 

 

1.4. Modelo de defeito de calvária 
 

Considerando que os defeitos de reparo ósseo podem trazer sérios 

problemas clínicos e socioeconômicos com implicações no estilo e qualidade de vida 

de pacientes, o desenvolvimento de modelos experimentais que contribuam para a 

compreensão dos mecanismos biológicos do processo de reparo ósseo são de 

extrema importância (VAJGEL et al., 2013). 
 

Dentre os diversos tipos de ensaios, a pesquisa in vivo com animais, mais 

especificamente modelos em roedores, tem sido preferida por prover dados 

relevantes das condições fisiopatológicas e assim ser útil para estabelecer 

intervenções clínicas efetivas (GOMES & FERNANDES, 2011). 

Dentre os modelos disponíveis para estudar a função óssea, os modelos de 

defeito de calvária tem ganhado grande destaque, pois permitem o estabelecimento 

de um defeito uniforme, reproduzível e padronizado, de fácil avaliação por análises 

radiográfica e histológica. Sua localização anatômica favorece um excelente acesso 

cirúrgico e manuseio intra-operatório. Esse modelo, por sua vez, apresenta como 

principal desvantagem a impossibilidade de avaliar a cicatrização óssea sob carga 

mecânica além da quantidade limitada de tecido para análise histológica ou outro 

tipo de avaliação (VAJGEL et al., 2013). 

O modelo de defeito em calvária pode ser subdividido em dois tipos: defeito 

de tamanho crítico, aqueles que não cicatrizam espontaneamente durante a vida do 

animal; ou defeitos subcríticos, onde a regeneração óssea é esperada. O modelo de 

defeito crítico tem sido indicado para estudo do reparo/regeneração tecidual 

auxiliado por enxertos, enquanto que o modelo de defeito subcrítico permite 

avaliação de uma ampla variação de condições, processos biológicos e efeito de 

substâncias no equilíbrio fisiológico do reparo ósseo. Especificamente o defeito 
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subcrítico de calvária tem sido usado para avaliar a resposta biológica do processo 

de reparo óssea após o estabelecimento de uma condição patológica (SANTANA et 

al., 2003; SHYNG et al., 2002; GOMES & FERNANDES, 2011). 

 

1.5. Diabetes tipo 1 
 

A diabetes mellitus (DM) é uma desordem do metabolismo da glicose 

caracterizado por hiperglicemia a qual induz o aparecimento de um grande número 

de complicações não tratáveis tais como retinopatia e dano renal. A DM pode ser 

classificada em dois tipos básicos: a DM tipo 2 (T2DM) que é resultado da 

resistência à insulina acompanhada de secreção insuficiente de insulina em resposta 
 
à glicose, e a DM tipo 1 (T1DM) que resulta na deficiência da secreção de insulina 

(Huang et al., 2018). 
 

Diabetes tipo 1 (T1DM) é uma desordem autoimune que acomete crianças e 

adultos jovens (DABELEA et al., 2007; GREEN et al., 2000). Portanto, o manejo 

clínico da T1DM é requerido durante toda a vida. Dados epidemiológicos vem 

indicando aumento na incidência de T1DM em torno de 2-5% em todo mundo 

(MAAHS et al., 2010), sendo o Brasil o terceiro país do mundo com a maior 

prevalência de T1DM em crianças de 0-14 anos (IDF, 2019). Vias metabólicas que 

são alteradas pela T1DM impõem um dano constante e cumulativo à maioria dos 

tecidos e órgãos ao longo da vida. Enquanto que as complicações vasculares, 

renais, oftalmológicas e neuronais são amplamente conhecidas, alterações em 

outros tecidos, tais como o osso, têm também se tornado foco nos últimos anos. 
 

Pacientes com T1DM apresentam risco aumentado a fraturas, 

aproximadamente 6 vezes maior, as quais são frequentemente responsáveis por 

imobilização crônica, redução da qualidade de vida, e morte (FLIKWEERT et al., 

2018). A T1DM pode prevenir a redução da secreção do fator anabólico ósseo, fator 

de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) e reduzir a concentração de 

osteocalcina (VERROKEN et al.,2015). Além disso, há aumento do nível de produtos 

finais de glicação avançada (AGE), os quais são conhecidos por interferir na adesão 

de osteoblastos à matriz óssea e induzir apoptose de células-tronco mesenquimais, 

comprometendo assim a osteoblastogênese e subsequentemente a atividade 

osteoblástica (MCCARTHY et al., 2004). Além disso, AGEs se intercalam na matriz 

de colágeno, aumentando a rigidez do osso e reduzindo a força óssea. Em adição, a 

mecanosensibilidade dos osteócitos está reduzida em camundongos diabéticos, o 
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que pode impactar negativamente a regulação da remodelação óssea (MCCARTHY 

et al., 2004). 

Como dito anteriormente, a via de sinalização Wnt é uma via importante para 

regulação da massa óssea. Ela estimula a formação de osso via osteoblastos e 

reduz osteoclastogênese, reduzindo assim, reabsorção óssea (KRISHNAN et al., 

2006). Considerando que a T1DM inibe formação óssea, torna-se interessante saber 

se a via de sinalização Wnt está alterada durante a T1DM. De fato, estudos têm 

mostrado um aumento dos níveis de Dkk-1, tanto em animais e humanos com T1DM 

(TSENTIDIS et al., 2017; HUANG et al., 2018). No entanto, os mecanismos pelos 

quais a via Wnt participa na doença óssea associada à T1DM ainda precisam ser 

melhor compreendidos. Portanto, esse estudo objetiva a investigação da 

participação da via Wnt, usando o Dkk-1 como ferramenta, no reparo ósseo após 

defeito subcrítico de calvária em animais com T1DM. 
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2. PROPOSIÇÃO 
 
 

O presente trabalho teve como objetivos: 
 
 

2.1 Objetivo Geral 
 
 

Avaliar a participação da via Wnt no processo de reparo ósseo, via bloqueio 

da expressão de dkk-1, utilizando o defeito subcrítico de calvária em camundongos e 

investigar a influência da diabetes tipo 1 no reparo e remodelação óssea. 

 
 
 

2.2 Objetivos Específicos 
 
 

o Avaliar o tecido ósseo por meio de microtomografia computadorizada 

do fêmur e osso da calvária em camundongos normossistêmicos e 

diabéticos 
 

o Avaliar a remodelação óssea por meio de dosagem sérica de 

marcadores de formação (P1NP) e de reabsorção óssea (CTx e TRAP) 

em camundongos normossistêmicos e diabéticos 

o Avaliar a expressão gênica e níveis séricos dos reguladores da via 
 

Wnt, Dkk-1 e SOST no fêmur e no osso da calvária de camundongos 

normossistêmicos e diabéticos 
 

o Avaliar a taxa de mineralização, aposição mineral, e de formação 

óssea por meio de análise histológica no fêmur e no osso da calvária 
 

em camundongos normossistêmicos e diabéticos 
 

o Quantificar o número de osteoclastos e osteoblastos por perímetro 

ósseo no fêmur e no osso da calvária em camundongos 

normossistêmicos e diabéticos 
 

o Avaliar a expressão gênica de marcadores do metabolismo ósseo, 

osteoprotegerina (OPG) e RANKL, no osso da calvária de 

camundongos normossistêmicos e diabéticos 

o Analisar os parâmetros de controle metabólicos de glicose, peso 

corporal e quantidade de gordura de camundongos normossistêmicos 

e diabéticos 
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3. CAPÍTULO 
 

REGIMENTO INTERNO 
 

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, o projeto de pesquisa 

referente a esta dissertação foi submetido à apreciação da Comissão de Ética no 

Uso de Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceará, tendo sido aprovado 

sob número de protocolo 150/2017 (Anexo A). 

Esta Tese de Doutorado baseia-se no Artigo 37º do Regimento Interno do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Morfofuncionais da Universidade 

Federal do Ceará, que regulamenta o formato alternativo para dissertações de 

Mestrado e teses de Doutorado. Os resultados obtidos estão apresentados em 

na forma de dois artigos científicos, sendo um deles já publicado em revista 

científica indexada (ANEXO B) e o outro já redigido de acordo com as normas da 

revista científica escolhida para publicação. Esse artigo, no entanto, está 

apresentado em português, seguindo as normas do Programa de Pós-

Graduação que determina a apresentação em inglês apenas para os artigos já 

previamente aceitos para publicação. 

 
 

 

Artigo 1: Papel da via de sinalização Wnt no reparo ósseo em camundongos 

knockout para Dkk-1 submetidos ao defeito sub-crítico de calvária 
 
Periódico: Bone* 
 

Qualis capes: A2 
 

Fator de Impacto: 4.5 
 
 
 

 

Artigo 2: Perda de Dkk-1 osteocítico atenua perda óssea cortical e trabecular mas 
 

não acelera reparo ósseo em camundongos com diabetes tipo 1 (Artigo Publicado) 
 

Periódico: Scientific Reports** 
 

Qualis capes: A1 
 

Fator de Impacto: 4.576 
 

 

Normas das revistas disponíveis em: 
 

* https://www.journals.elsevier.com/bone 
 

** https://www.nature.com/srep/author-instructions 
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Papel da via de sinalização Wnt no reparo ósseo em 

camundongos knockout para Dkk-1 submetidos ao defeito sub-

crítico de calvária 
 

Resumo 
 

Introdução: Os defeitos de reparo ósseo são um grave problema de saúde que 

trazem sérios problemas clínicos e socioeconômicos com impacto na qualidade de 

vida de pacientes. Dentre as vias de sinalização que regulam o metabolismo ósseo, 

ganha destaque a via Wnt por induzir a osteoblastogênese. Dickkopf -1 (Dkk-1) que 

é antagonista da via Wnt, por sua vez,regula negativamente a diferenciação 

osteoblástica, frequentemente está aumentado durante eventos inflamatórios e, 

portanto, envolvido na patogênese de doenças ósseas. Objetivo: Assim, esse estudo 

objetivou avaliar o papel da via de sinalização Wnt, através da deleção de Dkk-1 no 

reparo ósseo usando o modelo de defeito sub-crítico de calvária em camundongos. 

Metodologia: Para tanto foi realizado o defeito na calvária de camundongos 
 
(C57BL/6) submetidos a dois tipos de deleção de Dkk-1: global (Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre) ou específica (Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre). Os descendentes 

respectivos Cre-negativos foram usados como controles. Os animais foram 

acompanhados por 4 semanas, sendo então eutanasiados. As calvárias foram 

coletadas para as análises micro-tomográfica, histológica e histométrica (área 

mineralizada/área de osso [MS/BS]), taxa de aposição mineral [MAR] e taxa de 

formação óssea/área de osso [BFR/BS], avaliação do número de osteoclastos e 

osteoblastos/perímetro ósseo [N.Oc/B.Pm] [N.Ob/B.Pm]) e investigação da 

expressão gênica de Dkk-1; Runx2, OCN, OPG e RANKL. Amostras sanguíneas 

foram coletadas para dosagem sérica de Dkk-1, P1NP e CTx. Resultados: As 

deleções global e específica de Dkk-1 resultaram em aumento na formação óssea 

em 33% e 45%, respectivamente. Entretanto apenas os animais com deleção 

específica de Dkk-1 em osteócitos e submetidos ao defeito induziram remodelação 

óssea (P1NP=+47%, CTx=-27%), e estimularam o aumento da função de 

osteoblastos (Runx=+142%, OCN=+73%, OPG=+319%), e do seu número (3x 

maior) quando comparado aos animais Cre-. (p<0,05). Conclusão: A via Wnt exerce 

papel no reparo ósseo. 
 
Palavras-chave: reparo ósseo, sinalização Wnt, Dkk-1, osteócitos, defeito de 

calvária 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O osso é um tecido capaz de reparar espontaneamente durante a vida adulta, 
 

após o estabelecimento de uma lesão ou defeito, quando um estímulo fisiológico 

converge para uma resposta. No entanto, determinadas condições associadas a um 

microambiente não-favorável, técnicas cirúrgicas sub-óptimas ou instabilidade 

mecânica podem levar a um prognóstico ruim da regeneração óssea. Porém, o 

exato mecanismo biológico/molecular relacionado ao reparo tardio de uma fratura 

óssea ainda permanece desconhecido (Gomes & Fernandes, 2011; Houschyar et 

al., 2019). 
 

O tecido ósseo é regulado por múltiplos fatores de crescimento (Lieberman et 

al., 2002). A via de sinalização Wnt/ß-catenina tem papel central no desenvolvimento 

e homeostasia, bem como no reparo e regeneração óssea após injúria (Xu et al., 

2014). Ligantes da via estimulam crescimento ósseo, sugerindo sua participação na 

regulação da cicatrização óssea, e destacando o seu potencial como alvo 

terapêutico nos casos de reparo de fraturas. O papel da via Wnt/ß-catenina é 

reforçado por pesquisas que mostram que a redução da expressão de Dickkopf-1 

(Dkk-1), um antagonista da via, pode levar ao aumento da massa óssea cortical e 

trabecular in vivo (Morvan et al., 2006), e pode causar supressão de forma dose-

dependente da mineralização da matriz de osteoblastos in vitro (Li et al., 2006). 

Além disso, anticorpos que neutralizam Dkk-1 (Dkk-1Ab) estão sendo avaliados 

como potencial terapia para desordens ósseas e cicatrização de fraturas em 

modelos animais (Li et al., 2011; Ominsky et al., 2011). Neste contexto, a literatura 

aponta que a antagonização da via Wnt/ß-catenina através de Dkk-1 tem se 

mostrado uma ferramenta de pesquisa adequada para os estudos relacionados à 

regulação da biologia óssea REFERÊNCIA. 
 

Estudos in vivo têm sido extensamente utilizados e têm contribuído 

grandemente para o desenvolvimento e estabelecimento de uma ampla variedade 

de abordagens que contribuam para a regeneração do tecido ósseo REFERÊNCIA. 

Entre os diferentes modelos de estudo sobre reparo ósseo, se destaca o defeito sub-

crítico de calvária, que permite a avaliação do impacto de muitas condições, 

processos biológicos e substâncias na fisiologia da regeneração óssea (Gomes & 

Fernandes, 2011). O’Loughlin et al (2008) revisaram o uso de modelos animais em 

estudos sobre reparo de fraturas e classificaram a seguinte ordem de frequência: 
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rato 38%, coelho 19%, camundongo 13%, ovelha 11%, cachorro 9%, cabra 4% e 

outros 4%. Comparado com animais de grande porte, roedores apresentam baixo 

custo e são de fácil manuseio e armazenamento. Adicionalmente, para roedores, 

existe mais disponibilidade de ferramentas biológicas para testes. Além disso, eles 

têm uma alta taxa metabólica, e, especialmente em camundongos, o uso de 

modelos transgênicos e knockout tem contribuído enormemente para o 

conhecimento da função de modulação de genes específicos. Em suma, neste artigo 

investigamos o papel da via de sinalização Wnt no reparo ósseo usando o modelo 

de defeito sub-crítico de calvária em camundongos com deleção global ou específica 

de Dkk-1. 

 

2. METODOLOGIA 
 

2.1. Desenho do estudo e aspectos éticos 
 

Este foi um estudo randomizado, controlado e cego. Os protocolos experimentais 

foram executados seguindo as recomendações do guideline ARRIVE (Animal Research: 

Reporting In Vivo Experiments) para o uso de animais experimentais (Kilkenny et al., 

2010). Os experimentos foram iniciados após aprovação pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal do Ceará e da Universidade Técnica de Dresden e do Governo do 

Estado da Saxônia, na Alemanha. 

 

2.2. Animais 
 

Os experimentos foram realizados em camundongos adultos jovens machos (12 

semanas de idade), pesando de 20-25 g, submetidos a dois tipos de deleção de Dkk-1: 

deleção global (Dkk-1
fl/fl

;Rosa26ERT2:Cre) ou específica em osteócitos (Dkk-

1
fl/fl

;Dmp1:Cre). Foram utilizados uma linhagem transgênica de camundongos (C57BL/6), 

previamente descrita (Colditz et al., 2018). Os descendentes respectivos Cre-negativos 

foram usados como controles. Os animais da linhagem Dkk-1
fl/fl

;Rosa26ERT2:Cre (positivos 

e negativos), na idade de 7 semanas receberam 100 µL de Tamoxifeno (10 g/L, Sigma, 

Munique, Alemanha) por 5 dias para indução da deleção global de Dkk-1. Todos os 

camundongos foram genotipados usando protocolos de PCR padronizados. 
 

Os camundongos foram mantidos em grupos de até 4 animais por gaiola, em ciclo 

claro-escuro de 12:12h, em temperatura ambiente. Os animais foram randomicamente 

distribuídos em grupos, e as análises subsequentes foram realizadas de modo cego. 
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O cálculo do poder do teste foi realizado para determinar o tamanho da amostra. 

O animal foi considerado a unidade do estudo. O tamanho da amostra foi determinado 

para prover 80% de poder a fim de reconhecer uma diferença estatística de 20% entre os 

grupos, e o desvio padrão de 15% com intervalo de confiança de 95% (p=0,05), 

considerando o reparo ósseo com variável de desfecho primário. Portanto, foi requerido 

um tamanho da amostra de pelo menos 6 animais por grupo. Foram utilizados no 

presente estudo 96 animais. 

 

2.3. Modelo de defeito sub-crítico de calvária 
 

Para indução do defeito sub-crítico, os animais foram anestesiados, e então foi 

realizada uma incisão de 1,0 cm para exposição do tecido ósseo da calvária. Por meio de 

uma broca carbide, foi criado um defeito subcrítico de 1,8 mm de diâmetro, sob irrigação 

contínua com solução salina estéril (Yang, Girod, 2014). Os animais foram 

acompanhados por 4 semanas após o procedimento cirúrgico e então eutanasiados 

através de inalação de dióxido de carbono (Yang, Girod, 2014). 

 

2.4. Análise por micro-tomografia-computadorizada 
 

Após a eutanásia, o osso da calvária foi removido e fixado em paraformaldeído 

tamponado a 10%. Em seguida, os espécimes foram escaneados por um micro-

tomógrafo computadorizado (µ-CT) (vivaCT 40, Scanco Medical), usando configurações 

previamente descritas (Tsourdi et al., 2015; Goes et al., 2019). O volume de osso 

reparado foi medido após reconstrução 3D. Os dados foram apresentados como média 

da área do defeito dado em mm2. 

 

2.5. Análises histológica e histométrica do osso 
 

Análises histológica e histométrica do osso foram realizadas de acordo com Rauner 

et al. (2014). Brevemente, 2 injeções intraperitoneais de calceína, um corante 

fluorescente que se liga ao osso (20 mg/kg; Sigma) foram administradas em cada animal 

5 e 2 dias antes da eutanásia. Após escaneamento por micro CT, o osso da calvária foi 

embebido em metilmetacrilato e cortado em secções de 7µm para análise da 

fluorescência óssea, a fim de determinar a área mineralizada/área de osso (MS/BS), taxa 

de aposição mineral (MAR) e taxa de formação óssea/área de osso (BFR/BS). 
 

Calvárias coletadas em um outro set de experimentos foram fixadas, 

desmineralizadas com EDTA a 10% e processadas para a inclusão em parafina e 
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obtenção de cortes histológicos de 4 µm, corados em seguida com fosfatase ácida 

tártaro-resistente (TRAP) para a quantificação do número de osteoclastos/perímetro 

ósseo (N.Oc/B.Pm). A partir dessas mesmas lâminas foi calculado o número de 

osteoblastos/perímetro ósseo (N.Ob/B.Pm). As análises histométricas foram realizadas 

utilizando o software Osteomeasure (Osteometrics) de acordo com padrões 

internacionais (Dempster et al., 2013). 

 

2.6. Isolamento de mRNA e PCR quantitativo 
 

Em um novo set de experimentos, , tecido da região do defeito foi macerado em 

nitrogênio líquido usando Trizol (Invitrogen), o mRNA foi isolado do osso da calvária e 

quantificado usando espectrômetro Nanodrop (Peqlab). 500 nanogramas de mRNA 

foram transcritos reversamente usando Superscript II (Invitrogen) e subsequentemente 

usados para RT-PCR baseado em SYBR_green (ABI 7500 Fast; Applied Biosystems). As 

condições de PCR foram 50°C por 2 minutos e 90°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos 

com 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto e foram realizados em sistema de RT-

PCR a 7900HT da Applied Biosystems. Os resultados foram calculados aplicando o 

método de ciclo de threshold (Livak & Schmittgen, 2001) e foram apresentados como 

aumento x-fold relativo à beta-actina. As sequencias de primers foram: ß-actina 

s:ATCTGGCACCACACCTTCT, ß-actina as: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA; Dkk-1 s: 

GAGGGGAAATTGAGGAAAGC, Dkk-1 as: AGCCTTCTTGTCCTTTGGTG, Runx2 s 

CCCAGCCACCTTTACCTACA, Runx2 as TATGGAGTGCTGCTGGTCTG, OCN s 

GCGCTCTGTCTCTCTGACCT, OCN as ACCTTATTGCCCTCCTGCTT, OPG s 

CCTTGCCCTGACCACTCTTA, OPG as ACACTGGGCTGCAATACACA, RANKL s 

CCGAGACTACGGCAAGTACC, RANKL as GCGCTCGAAAGTACAGGAAC (Goes et al., 

2019). 

 

2.7. Análise sérica 
 

Imediatamente antes da eutanásia, sob anestesia, amostras sanguíneas foram 

coletadas via punção cardíaca, e o soro foi armazenado após 10 min de centrifugação a 

400 G. As concentrações de Dkk-1, telopeptídeo C-terminal (CTX) e propeptídeo amino-

terminal procolágeno tipo 1 (P1NP) foram mensuradas no plasma sanguíneo usando kits 

de imunoensaio (Dkk-1: R&D Systems, USA; CTX e P1NP: Immundiagnostik Systems, 

Alemanha) de acordo com os protocolos recomendados pelos fabricantes. 
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2.8. Análise Estatística 
 

Os dados foram apresentados como média±erro padrão da média (EPM) ou como 

mediana (variação), quando apropriado. A normalidade e homoscedasticidade dos dados 

foram verificadas. ANOVA seguido de Teste de Bonferroni foram usados para comparar 

médias. O Teste T-Student foi utilizado para análise dos parâmetros histomofométricos 

da calvária. O nível de significância foi estabelecido em 5% em todos os testes. Todos os 

cálculos foram realizados usando o software Prism 5 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EUA). Todos os protocolos e análises foram realizados por examinadores 

calibrados e cegos para os grupos. 

 
 
 

 

3. RESULTADOS 
 

3.1 Deleção de Dkk-1 induziu reparo do osso da calvária 
 

Sendo um defeito subcrítico, após 4 semanas, foi observada uma redução 

significante da área do defeito em todos os grupos experimentais quando comparado à 

área total do defeito no dia 0 (Figura 1A e 1C). Os grupos experimentais com deleção, 

global (Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre+ [Figura 1A e 1B]) e deleção osteocítica (Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre+ [Figura 1C e 1D]) apresentaram maior formação óssea, evidenciadas 

pela redução da área do defeito (Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre = 33%; Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre = 

45%) quando comparado aos seus respectivos controles Cre-negativo. 
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FIGURA 1 | Deleção de Dkk-1 acelerou o reparo do osso da calvária. Osso da calvária de camundongos machos Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre-positivo e –negativo com 16 semanas foram analisados por μCT. (A) Área do defeito 

ósseo de camundongos Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre, (B) Reconstrução 3D da calvária, (C) Área do defeito ósseo de camundongos 

Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre (D) Reconstrução 3D da calvária em. Dados representam a média±EPM de 6 animais por grupo. Análises 

estatísticas foram realizadas por ANOVA seguida de Teste de Bonferroni. &P<0.05 vs. área total do defeito no dia 0; *P<0.05 vs. 
Controle Cre-negativo. 
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3.2. Deleção de Dkk-1 osteocítico induziu aumento do marcador de formação óssea 

(P1NP) e redução do marcador de reabsorção óssea (CTx) no plasma sanguíneo. 
 

A fim de confirmar a ausência de expressão do gene Dkk-1 em animais knockout, 

qRT-PCR foi realizada na calvária. O defeito semi-crítico em calvária aumentou de forma 

significante a expressão do gene Dkk-1 nos animais Cre-negativos, mas não nos Cre-

positivos, em ambas as linhagens Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre (Figura 2A) e Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre (Figura 2B). 
 

Os marcadores séricos de remodelação óssea também foram avaliados. O defeito 

de calvária não causou mudança nas concentrações de P1NP nos grupos controles Cre-, 

uma vez que não se observaram diferenças estatísticas entre as concentrações de P1NP 

no plasma desses animais no dia 0 e 3 semanas após a cirurgia. Os camundongos Dkk-

1fl/fl;Dmp1:Cre-positivos, mas não os Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre-positivos, apresentaram 

aumento significativo dos níveis séricos deste marcador de formação óssea quando 

comparados ao grupo controle Cre-negativo (Figuras 2C e 2D). 
 

As figuras 2E e 2F mostram que o processo de reparo ósseo resulta em um 

aumento significativo da concentração de CTx, um marcador de reabsorção óssea no 

plasma sanguíneos dos animais de todos os grupos experimentais. Esse aumento, no 

entanto, é maior nos grupos Cre-negativos, controles das linhagens Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre (Figura 2E) e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre (Figura 2F), quando comparados 

aos dois grupos com deleção de Dkk (Cre positivos), indicando menor atividade 

osteoclástica nos grupos Cre positivos. 
 

Na análise histomomorfométrica da calvária, foi possível observar maior taxa de 

remodelação óssea apenas nos animais Cre-positivos da linhagem Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre, 

quando comparado ao respectivo controle (p<0,05) (Tabela 1). Adicionalmente, foi 

observado um aumento significante do número de osteoblastos na calvária dos animais 

Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre-positivo. Não houve diferença significante quanto ao número de 

osteoclastos em ambas linhagens (Tabela 1). 
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FIGURA 2 | Deleção de Dkk-1 altera os níveis séricos de marcadores do 
metabolismo ósseo após defeitos de calvária. Análise de RT-PCR foi realizada para 
Dickkopf-1 (Dkk-1) no tecido ósseo da calvária nas linhagens Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre (A) e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre (B). Níveis séricos de P1NP nas 

linhagens Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre (C) e Dkk-1fl/fl ;Dmp1:Cre (D). Níveis séricos 

de CTx nas linhagens Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre (E) e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre (F). 
Dados representam a média±EPM de 6 animais por grupo. Análise estatística foi 
realizada usando os testes ANOVA seguida de Teste de Bonferroni. *P<0.05 vs. 

Calvária normal de animais Cre-; #P < 0.05 vs. controle Cre-negativo submetido a 
defeito de calvária. (CD = defeito de calvária). 
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Tabela 1. Parâmetros histomorfométricos da calvária de camundongos 

Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre. 

 

 Dkk-1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre  Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre 
     

 Cre – Cre +  Valor de p Cre – Cre +  Valor de p 
       

MS/BS (%) 25,79±2,65 24,41±6,98 0,87 24,03±2,01 39,37±2,39 <0,01 

MAR (µm/d) 4,11±1,27 4,24±2,72 0,96 2,25±0,29 7,12±1,87 <0,01 

BFR/BS (µm3/µm2/d) 0,40±0,12 0,42±0,27 0,96 1,24±0,30 5,93±1,20 <0,01 

N.Oc/B.Pm (#/mm) 9,25±0,90 7,58±0,75 0,21 1,60±0,46 1,35±0,42 0,74 

N.Ob/B.Pm (#/mm) 4,94±0,97 8,38±2,38 0,06 3,58±1,13 11,85±0,65 <0,01 
 

MS/BS. Superfície mineralizada/superfície óssea; MAR. Taxa de aposição mineral; 

BFR/BS. Taxa de formação óssea/superfície óssea; N.Oc/B.Pm. número de 

osteoclastos/perímetro ósseo, ; N.Ob/B.Pm. número de osteoblastos/perímetro 

ósseo.  

Dados representam a média±EPM. Análise estatística por teste T-Student. 
 
 
 
 

 

3.3.A deleção específica de Dkk-1 em osteócitos induziu formação óssea. 
 

A análise da expressão gênica de Runx2, OCN, OPG e RANKL em tecido 

ósseo de calvária, coletada 3 semanas após o procedimento cirúrgico, não mostrou 

diferenças estatísticas entre a expressão desses genes entre os grupos Dkk-

1fl/fl;Rosa26ERT2:Cre positivo e seu respectivo controle Cre-negativo (Figuras 3A, 

3B, 3C e 3D). Entretanto, no grupo knockout para Dkk-1 derivado de osteócitos, foi 

observado um aumento na expressão de Runx2 (Figura 3E), OCN (Figura 3F) e 

OPG (Figura 3G) (p<0.05), marcadores de formação óssea, e uma diminuição 

significativa da expressão de RANKL (Figura 3H) quando comparado ao seu 

respectivo grupo controle Cre-negativo 
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FIGURA 3 | A deleção específica de Dkk-1 em osteócitos induziu aumento na expressão gênica de marcadores da formação óssea 
e diminuição de RANKL, marcador de reabsorção óssea. Expressão gênica de marcadores do metabolismo ósseo durante o 

reparo ósseo de defeito de calvária das linhagens Dkk-1 fl/fl;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre-positivo e –negativo, através 

de RT-PCR para investigação de: (A e E) Runt related transcription factor 2 (Runx2), (B e F) Osteocalcina (OCN), (C e G) 
Osteoprotegerina (OPG) (D e H) Receptor ativator do Fator Nuclear kB (RANKL). Dados representam a média±EPM de 6 animais 
por grupo. Análises estatísticas foram realizadas através dos testes de ANOVA seguido de Bonferroni. *P<0.05 vs. Calvária normal 

de animais Cre-; #P < 0.05 vs. controle Cre-negativo submetido a defeito de calvária. (CD = defeito de calvária). 
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4. DISCUSSÃO 
 

Este estudo mostrou que o reparo parcial das lesões ósseas foi observado 4 

semanas após a indução do defeito ósseo em todos os grupos experimentais, sendo 

esse efeito mais evidente no grupo Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre. A deleção de Dkk-1 de origem 

osteocítica resultou ainda no aumento da concentração sérica de P1NP, um marcador 

associado à formação óssea e redução da concentração sérica de CTx, um marcador de 

reabsorção óssea. O grupo de animais Dkk-1fl/fl;Dmp1:Cre apresentou um aumento 

significativo da razão superfície mineralizada/superfície óssea (MS/BS), das taxas de 

aposição mineral (MAR) e formação óssea/superfície óssea (BFR/BS), além de um 

número maior de osteoblastos e aumento na expressão de genes relacionados à 

formação óssea, tais como: Runx2, osteocalcina e osteoprotegerina. De fato, a literatura 

relata que a superexpressão de Dkk-1 em camundongos resulta em osteopenia com 

número reduzido de osteoblastos (Li et al., 2006) ao passo que a deleção de um único 

alelo do gene Dkk-1 aumenta a massa óssea, a formação óssea (Morvan et al., 2006) e o 

número de osteoblastos (Colditz et al., 2018). 
 

Esses resultados sugerem fortemente a participação da via Wnt/ß-catenina no 

reparo ósseo, uma vez que Dkk-1 é considerado o inibidor mais importante da via. As 

proteínas Wnt consistem em uma família de moléculas que permitem a comunicação 

celular com importante atuação na remodelação óssea REFERÊNCIA. A via de 

sinalização Wnt/ß-catenina estimula a diferenciação de osteoblastos e promove 

formação óssea REFERÊNCIA. A ligação de Dkk-1 ao receptor LRP5/6, resulta em sua 

internalização, inibindo assim a translocação da beta-catenina para o núcleo, e 

consequentemente a transcrição de genes envolvidos na proliferação celular (Funck-

Brentano et al., 2014). 
 

Apesar de a deleção global de Dkk-1 ter reduzido a área do defeito de calvária 

quando comparado ao controle Cre-negativo, não foi capaz de aumentar as 

concentrações séricas P1NP nem de reduzir as concentrações de CTx. Os animais 

submetidos à deleção global de Dkk tampouco apresentaram aumento no número e/ou 

função de osteoblastos de forma significante, como foi observado nos animais com 

deleção osteocítica de Dkk-1. Uma possível explicação para tal achado pode estar 

relacionada ao aumento compensatório de Esclerostina (SOST), que restringe o 

recrutamento e reativação de osteoblastos quando os níveis de Dkk-1 estão baixos. 

Esclerostina, um inibidor solúvel da via Wnt intimamente relacionado com Dkk-1, é uma 

molécula produzida por osteócitos que impede a ligação de proteínas Wnt ao seu 
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receptor, levando à inibição da via. Os dois inibidores de Wnt parecem se autorregular. 

Florio e colaboradores demonstraram que a inibição de esclerostina resulta em regulação 

positiva de Dkk-1 (Florio et al., 2016), o que sugere uma superexpressão de esclerostina 

associada à inibição de Dkk. De forma controversa, Colditz et al. (2018) mostraram que a 

deficiência de Dkk-1 aumenta formação óssea mesmo quando os níveis de SOST estão 

elevados, sugerindo que a esclerostina só é capaz de inibir formação óssea na presença 

de Dkk-1, e Dkk-1 seria determinante para a formação óssea. De qualquer forma a 

regulação da função osteoblástica pela sinalização de Wnt é um mecanismo que ainda 

requer maior investigação. 
 

Esses resultados podem estar relacionados ao mecanismo de deleção global de 

Dkk-1, através do sistema cre/lox, por meio da enzima cre-recombinase dependente de 

tamoxifeno (TAM), onde TAM é usado para ativar Cre e gerar animais modificados 

tempo- ou tecido-específico. Entretanto, TAM é um fármaco que pertence à classe dos 

moduladores seletivos do receptor de estrógeno, apresentando uma ação antagonista ao 

estrógeno no osso, o que pode influenciar a homeostasia óssea. TAM reduz a ação de 

osteoclastos e isso pode repercutir negativamente no turnover ósseo, o que explica as 

diferenças nos resultados das concentrações séricas de P1NP e expressões gênicas de 

Runx2, OCN e OPG entre os grupos com deleção global e deleção osteocítica de Dkk-1. 

O efeito do TAM no tecido ósseo pôde ainda ser corroborado quando da análise da 

expressão gênica de marcadores ósseo nos animais com deleção específica de Dkk-1. 

Os animais DMP submetidos ao defeito de calvária apresentaram aumento importante de 

RANKL, indicando ação de osteoclastos, em detrimento à ação de osteoblastos que foi 

reduzida. O grupo de animais submetidos à deleção global de Dkk-1, apesar do reparo 

óssea quando comparado ao seu controle Cre-negativo, apresentou uma taxa menor de 

formação óssea em relação ao grupo com deleção osteocítica (Zhong et al., 2015). 
 

Vale ressaltar que a deleção específica de Dkk-1 envolve o promotor de DMP1 como 

alvo pra Cre, especificamente em osteócitos, células que expressam DMP1 (Toyosawa et al., 

2001; Feng et al., 2002), sem interferir no receptor de estrógeno (Lu et al., 2007). Muito 

embora a deleção de Dkk-1 seja local, tem sido descrito que ela é suficiente para modular 

massa óssea, regular o turnover sistêmico independente do aumento compensatório de 

esclerostina (Colditz et al., 2018). Além disso, considerando a análise da expressão gênica 

de marcadores do metabolismo ósseo, a deleção específica de Dkk-1 parece estimular a 

formação óssea abreviando a atuação de osteoclastos durante a fase proliferativa do reparo 

ósseo, enquanto ativa osteoblastos fazendo com 
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que sua atuação aconteça de forma mais precoce. Neste contexto, o uso de modelo 

animal com deleção de Dkk-1 derivado de osteócito parece ser mais interessante para o 

estudo de condições patológicas que possam interferir no metabolismo ósseo. 

 

5. CONCLUSÃO 
 

A via Wnt exerce papel fundamental no reparo ósseo . 
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Conclusão Geral 
 
 

Podemos concluir que a via Wnt exerce papel no reparo ósseo. A deleção 

de Dkk-1, um antagonista da via Wnt, em animais submetidos ao modelo de defeito 

de calvária induziu reparo do tecido ósseo. Entretanto foi possível observar que o 

Dkk-1 derivado de osteócitos foi mais importante neste processo por estimular a 

remodelação óssea bem como o aumento no número e função de osteoblastos. 

Durante a diabetes do tipo 1, a deleção de Dkk-1 osteocítico contribui para a perda 

óssea induzida aumentando o processo de reabsorção especialmente no osso 

cortical. Por outro lado, Dkk-1 derivado de osteócitos não influencia o 

desenvolvimento de T1DM, nem medeia o reparo óssea após defeito de calvária, 

durante a T1DM. 
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Anexo A - Certificado de aprovação na Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal do Ceará (UFC) 
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