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Resumo
O tecido 6sseo € um tecido dinamico capaz de reparar espontaneamente apos o
estabelecimento de uma lesdo ou defeito, devido a acdo coordenada entre matriz e
células Osseas, envolvendo a ativagdo de diversas vias de sinalizacdo. Alguns
fatores, como a diabetes, interferem nessa resposta biologica, o que resulta em um
impacto negativo sobre o reparo e remodelacdo 6ssea. No entanto, 0S mecanismos
envolvidos ainda ndo estdo esclarecidos. O presente estudo tem como objetivo
investigar a participacdo da via Wnt/3-catenina no reparo 6sseo em animais normais
e diabéticos e estudar os efeitos da diabetes no processo de remodelacao 6ssea. A
primeira etapa do estudo objetivou avaliar o papel da via Wnt no reparo 0sseo
através da inibicdo da expressdo de Dkk-1, uma proteina reguladora da via. Para
isso foram utilizados camundongos C57BL/6 submetidos a dois tipos de delecdo de

Dkk-1: delecdo global (Dkk-lf'/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre) ou delecdo especifica em

1f|/fl;

ostedcitos (Dkk- Dmp1l:Cre). Animais sem delecao foram usados como controles

(Cre-negativos). Todos os animais foram submetidos ao defeito subcritico de
calvaria de 1,8 mm de didmetro. Os animais foram acompanhados por 4 semanas
apo6s o procedimento cirdrgico e entdo eutanasiados. As calvarias foram removidas
para as analises microtomografica, histolégica e histométrica e para investigacdo da
expressdo de genes envolvidos com o metabolismo ésseo (Dkk-1; Runx2; OCN;
OPG e RANKL). Amostras de sangue foram coletadas pouco antes da eutanasia
para determinacdo dos niveis séricos de P1INP e CTx, marcadores bioquimicos da
remodelacdo 0ssea. Observou-se uma aumento de 33% e 45% de osso neoformado

Nnos grupos Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl, respectivamente, quando

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

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

reducdo de CTx, marcador de reabsorcdo 0ssea. A delecdo de Dkk-1 derivado de
ostedcitos aumentou significativamente a quantidade de superficie O6ssea
mineralizada, as taxas de aposicdo mineral e de formagcdo O0ssea, bem como o

namero de osteoblastos. Em relacdo a expressdo génica, na linhagem DKkk-

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

gue a via Wnt participa do processo de reparo 0sseo, € 0 uso de animais com
delecéo especifica de Dkk-1 derivado de ostedcitos € uma ferramenta potencial de
pesquisa para o estudo do envolvimento da via Wnt no metabolismo 6sseo normal e
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em varias condicdes patoldgicas associadas. Na segunda etapa do presente

trabalho, camundongos C57BL/6 nocaute para Dkk-1 especifica em ostedcitos (Dkk-

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

injecOes consecutivas de estreptozotocina (STZ) (40 mg/kg — i.p) objetivando avaliar
o impacto da diabetes tipo 1 (TLDM) no processo de reparo e remodelacédo 6ssea.
Os descendentes respectivos Cre-negativos foram usados como controles. Doze
semanas depois, os animais foram submetidos ao modelo de defeito de calvaria
conforme descrito anteriormente. Apds a eutanasia, 4 semanas apos o procedimento
cirargico, a calvaria e o fémur de cada animal foram coletados para as analises
microtomografica, histoldégica e histométrica. Amostras de sangue foram coletadas
para determinacdo sérica de proteinas envolvidas com o metabolismo 6sseo P1NP,
Dkk-1, SOST, CTx, TRAP, além da dosagem de glicemia e teste de tolerancia a
glicose. O peso corporal e a quantidade de gordura perigonodal e subcutanea foram
analisadas. A T1DM reduziu em 36% o volume de 0sso trabecular nos animais Cre-,
enquanto que os animais nocaute para Dkk-1 perderam apenas 16%. A perda 0ssea
cortical ndo foi observada em animais diabéticos nocaute para Dkk-1, ao contrario
dos animais controle. Animais diabéticos, tanto Cre- quanto Cre+, apresentaram
menor taxa de reparo 6sseo e reducdo do numero de osteoblastos e dos niveis
séricos de PINP. O numero de osteoclastos e niveis séricos de TRAP se
apresentaram aumentados apenas nos animais diabéticos controle (Cre-). Em suma,
Dkk-1 derivado de ostedcitos ndo influencia o desenvolvimento de T1DM, nem
interfere no reparo 6ssea durante a T1DM, mas desempenha papel importante na

perda 6ssea induzida por Dkk-1 osteocitico por regular o nUmero de osteoclastos.

Palavras-Chave: Cicatrizacdo, Osso e 0Ossos, Via de sinalizacdo Wnt, Diabetes

Mellitus tipo 1, Cranio.
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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/3-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-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre) or osteocyte-specific deletion (Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl: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 PINP and CTx, biochemical markers of bone
remodeling. In both strains, it was observed greater bone repair when (Dkk-

1ﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre:33%; Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre:45%) compared to its respective

control Cre-. However, only in the animals Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl: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-lﬂlﬂ;Dmpl: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
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impact of TLDM 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 PINP 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 TLDM, 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 6sseo

O osso € um tecido conjuntivo mineralizado, que exerce fungdes importantes
no corpo, tais como locomogao, suporte e protecdo de tecidos moles, além de atuar
como reserva de calcio e fésforo e compartimentalizar a medula 6ssea (DATTA et
al., 2008). Apesar da sua aparéncia inerte, 0 0sso é um tecido altamente dinamico
pois estda continuamente sendo reabsorvido e neoformado (CLARKE, 2008),
mediado por sua estrutura complexa, formada por células, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos e uma matriz extracelular (MEC).

Os osteoblastos sdo células cuboidais localizadas ao longo da superficie
O0ssea. Consistem de 4-6% de todas as células residentes e sdo amplamente
conhecidas por sua funcéo de formacado 6ssea. Sao derivados de uma célula tronco
mesenquimal que se compromete com a linhagem osteoblastica por acdo de
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e pelos membros da familia Wingless
(Wnt). A expresséo dos genes de fator de transcrigao relacionado a Runt (Runx2) e
Osterix (Osx) sao cruciais para a diferenciacdo osteoblastica. Posteriormente, na
fase proliferativa, os progenitores de osteoblastos mostram atividade de fosfatase
alcalina (FA), sendo entdo considerados pré-osteoblastos. Quando maduros, 0s
osteoblastos passam a expressar niveis elevados de Osx e osteoprotegerina (OPG)
e a secretar proteinas da matriz 0ssea tais como osteocalcina (OCN), sialoproteina
0ssea (BSP) e colageno tipo | (CAPULLI et al., 2014).

Os ostedcitos, os quais consistem de 90-95% do total de células 6sseas, sdo
0s tipos celulares mais abundantes do tecido 6sseo e apresentam vida util de até 25
anos. Eles sao derivados de osteoblastos, que se localizam dentro de uma lacuna
circundada por matriz 6ssea mineralizada. Durante a fase de ostedcitos maduro, os
marcadores de osteoblastos (OCN, BSP, colageno tipo | e FA) sdo regulados
negativamente dando lugar aos marcadores de ostedcitos, proteina da matriz de
dentina-1 (DMP1) e esclerostina (SOST), que se tornam expressas em altas
concentragfes. Sua principal funcdo é mecanossensitiva, que é alcancada devido
sua morfologia dendritica e localizacdo estratégica dentro da matriz éssea
(BONEWALD, 2011).

Os osteoclastos, cuja funcdo é de reabsorcdo Ossea, sdo terminalmente
diferenciados em células multinucleadas, as quais se originam de células

mononucleares da linhagem hematopoiética sob a influéncia de fator estimulador de
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colonia de macrofagos (M-CSF) secretado por células mesenquimais
osteoprogenitoras e osteoblastos, bem como de RANKL, secretado por
osteoblastos, ostedcitos e células estromais (CROCKETT et al., 2011).

A MEC do tecido 6sseo, € uma matriz rigida pois € calcificada, entretanto
apresenta certa elasticidade. Ela é composta por uma fase organica constituida
especialmente por colageno do tipo |, além de proteinas ndo colagenosas tais como:
proteoglicana, glicoproteina, osteonectina, fibronectina, osteopontina, sialoproteina
0ssea, osteocalcina, dentro outras. A fase inorganica, por sua vez, € composta
principalmente por fosfato e calcio que se organizam em cristais de hidroxiapatita,
proporcionando resisténcia e rigidez ao tecido (ORYAN et al., 2015). Quando ainda

esta na fase nao calcificada a MEC recebe o nome de osteoide.

1.2. Reparo 6sseo

Em acdo bem orquestrada, as células é6sseas e a MEC promovem
remodelacdo continua do tecido ésseo (SIMS & GOOI, 2008). Essa capacidade
intrinseca de regeneracdo é importante tanto para o desenvolvimento do sistema
esquelético, quanto para o reparo em resposta a injuria tecidual.

O processo de reparo 6sseo pode ser dividido em 3 fases: (1) estagio
inflamatorio, (2) estagio proliferativo, (3) estagio de remodelacdo. Na fase
inflamatéria, que acontece logo apds a injuria, se observa inicialmente um
hematoma, devido a lesdo dos vasos do 0sso e peridsteo, seguido de elevacdo da
guantidade de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, -6 e TNF). A lesdo vascular gera
hipoxia tecidual com consequente necrose de ostedcitos. Em seguida, macréfagos
fagocitam as &reas necroticas e liberam fatores de crescimento responséaveis pela
migracao, recrutamento e proliferacdo de células tronco mesenquimais as quais se
diferenciam em angioblastos, fibroblastos e osteoblastos. A combinacdo de células
inflamatdrias, broto vasculares e fibroblastos imaturos formam um tecido de
granulacdo. Em condi¢cdes normais a fase inflamatoria € rapida e dura até uma
semana apos injuria (ORYAN et al., 2015; ARAUJO et al., 2015). Em seguida se
inicia a fase proliferativa, que pode ser dividida em duas partes, fibroplasia e
formacdo Ossea, e se caracteriza pela formacdo de tecido, de forma rapida e
intensa. Na fibroplasia ha deposigéo rapida de matriz, que por sua vez € penetrada
por vasos e células formadoras de tecido 0sseo. Os osteoclastos removem 0SSO

necrotico, ao mesmo tempo que se tem a formacao de matriz osteoide gerando um
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osteon primario. Na fase de remodelacao, ha mineralizacdo do 0sso, e escultura do
tecido 6sseo em sua forma, tamanho e competéncia biomecéanica originais (ORYAN
et al., 2015).

Apesar da reconhecida capacidade regenerativa do tecido 0sseo ap0s uma
lesdo, fatores locais e sistémicos tais como condicbes associadas a um
microambiente desfavoravel, técnicas cirdrgicas sub-Optimas, ou instabilidade
biomecanica (GOMES & FERNANDES, 2011), podem afetar o equilibrio
fisiolégico/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 biolégicos e moleculares envolvidos no

processo de reparo.

1.3. Viade sinalizacdo Wnt no tecido 6sseo

A via de sinalizacdo Wnt tem sido dividida em 3 bracgos principais: as vias nao
candnicas Wnt-polaridade celular planar e via Wnt-calcio, e a via Wnt-beta-catenina
também chamada de via candnica, sendo que esta Ultima tem se destacado por
seus efeitos em células 6sseas.

A via de sinalizacdo Wnt candnica se inicia quando proteinas WNT se ligam
ao seu complexo de receptores, receptor transmembrana Frizzled (FZD) e receptor
de lipoproteinas de baixa densidade - relacionado a proteina 5/6 (LRP5/6) (GRUBER
et al.,, 2016). Esta interacdo resulta em inativacdo do complexo de destruicdo de
beta-catenina. Consequentemente, beta-catenina se acumula no citoplasma, e é
entdo translocada para o nucleo onde se associa com fatores de transcricdo para
estimular genes alvo para estimular formacéo éssea. 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 sitio de interacdo (Figura 1). De
forma geral, a via de sinalizacdo Wnt estimula a proliferacdo, diferenciacao,
crescimento, sobrevivéncia, desenvolvimento e regeneracdo celular (SHI et al.,
2016).

No tecido ésseo, a via Wnt regula a osteogénese e parece estar envolvida no
processo de reparo 6sseo (KRISHNAN et al., 2006). A via candnica Wnt afeta toda a
linhagem osteoblastica, estimulando o comprometimento e diferenciacédo de células
tronco mesenquimais em osteoblastos. A ativagdo da via Wnt em osteoblastos

promove expressao de OPG causando menor diferenciacdo de osteoclastos e
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consequentemente reducdo da reabsorcdo O0ssea (BARON & KNEISSEL, 2013).
Durante o reparo 0sseo, a via Wnt melhora a massa 0ssea, pois promove
osteoblastogénese e contribui para funcdo do osteoblasto sendo considerada,
portanto, osteoindutora (KRISHNAN et al., 2006; MAJIDINIA et al., 2017).

Ubiquitinagao
degradacao

Genes alvo

ormacao ossea
OPG

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

AOOTVI IV

receptores LRP5/6. DSH recruta o complexo de destruicdo de beta-catenina para a membrana
celular permitindo que beta-catenina se acumule no citoplasma e translogue para o nucleo. No
nucleo, beta-catenina interage com TCF e ativa a transcri¢cdo génica. (B) Quando Dkk-1 e SOST
interagem com os receptores de Wnt, beta-catenina é sequestrada pelo complexo de destruicdo
composto por Axina, CKlalfa, APC e GSB3beta, fosforilada e ubiquitinada e consequentemente

degradada por proteassomo. (Fonte: Préprio autor)

Como dito anteriormente, a via Wnt pode ser regulada pela acédo de alguns
inibidores. Dkk-1 é o membro mais bem estudado da familia de DKK que tem 4
formas diferentes (DIARRA et al., 2007). Ele esta amplamente expresso em diversas
células, incluindo osteoblastos e ostedcitos (KE et al., 2012). Sabendo que Dkk-1 é
inibidor chave da interacdo Wnt/LRP5, espera-se que a reducdo da expressao de
Dkk-1 resulte no aumento da atividade de Wnt e consequentemente aumente a
massa 0ssea (MORVAN et al., 2006). A desregulacdo da expressédo de Dkk-1 esta
relacionada a diversas desordens 6sseas, incluindo artrite reumatoide, varios tipos

de cancer, tais como cancer de mama, préostata e mieloma, bem como na
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osteoporose induzida por glicocorticoide ou pés-menopausa, e diabetes (HUANG et
al., 2018). Assim, Dkk-1 se destaca ndo apenas como regulador negativo chave da
diferenciacdo de osteoblastos, mas também porque esta envolvido na patogénese
de diversas doencas que afetam o tecido 6sseo (COLDITZ et al., 2018). Apesar da
sua relevancia, algumas questdes acerca da regulacdo da homeostasia 0ssea via
Dkk-1 ainda permanecem né&o respondidas, como por exemplo, a fonte celular de
Dkk-1 relacionada as condi¢cbes patologicas, e seu uso como ferramenta para

estudo da participacéo da via Wnt durante o reparo 6sseo (COLDITZ et al., 2018).

1.4. Modelo de defeito de calvaria

Considerando que os defeitos de reparo 0sseo podem trazer seérios
problemas clinicos e socioeconémicos com implicacées no estilo e qualidade de vida
de pacientes, o desenvolvimento de modelos experimentais que contribuam para a
compreensao dos mecanismos bioloégicos do processo de reparo 0sseo sdo de
extrema importancia (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 condicBes fisiopatoldégicas e assim ser util para estabelecer
intervencdes clinicas efetivas (GOMES & FERNANDES, 2011).

Dentre os modelos disponiveis para estudar a funcdo 6ssea, os modelos de
defeito de calvaria tem ganhado grande destaque, pois permitem o estabelecimento
de um defeito uniforme, reproduzivel e padronizado, de facil avaliagdo por anéalises
radiografica e histoldgica. Sua localizacdo anatdmica favorece um excelente acesso
cirdrgico e manuseio intra-operatorio. Esse modelo, por sua vez, apresenta como
principal desvantagem a impossibilidade de avaliar a cicatrizagdo 6ssea sob carga
mecanica além da quantidade limitada de tecido para analise histoldgica ou outro
tipo de avaliacdo (VAJGEL et al., 2013).

O modelo de defeito em calvaria pode ser subdividido em dois tipos: defeito
de tamanho critico, aqueles que nao cicatrizam espontaneamente durante a vida do
animal; ou defeitos subcriticos, onde a regeneragdo 6ssea € esperada. O modelo de
defeito critico tem sido indicado para estudo do reparo/regeneragdo tecidual
auxiliado por enxertos, enquanto que o modelo de defeito subcritico permite
avaliacdo de uma ampla variagcdo de condicdes, processos biolégicos e efeito de

substancias no equilibrio fisiologico do reparo 6sseo. Especificamente o defeito
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subcritico de calvaria tem sido usado para avaliar a resposta biolégica do processo
de reparo 0ssea apoés o estabelecimento de uma condicdo patolégica (SANTANA et

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

1.5. Diabetestipo 1l

A diabetes mellitus (DM) é uma desordem do metabolismo da glicose
caracterizado por hiperglicemia a qual induz o aparecimento de um grande namero
de complicacbes néo trataveis tais como retinopatia e dano renal. A DM pode ser
classificada em dois tipos basicos: a DM tipo 2 (T2DM) que é resultado da
resisténcia a insulina acompanhada de secrecéao insuficiente de insulina em resposta
a glicose, e a DM tipo 1 (T1DM) que resulta na deficiéncia da secrecado de insulina
(Huang et al., 2018).

Diabetes tipo 1 (TIDM) é uma desordem autoimune que acomete criancas e
adultos jovens (DABELEA et al., 2007; GREEN et al., 2000). Portanto, 0 manejo
clinico da T1DM é requerido durante toda a vida. Dados epidemiologicos vem
indicando aumento na incidéncia de T1DM em torno de 2-5% em todo mundo
(MAAHS et al.,, 2010), sendo o Brasil o terceiro pais do mundo com a maior
prevaléncia de TIDM em criancas de 0-14 anos (IDF, 2019). Vias metabdlicas que
sdo alteradas pela T1DM impdem um dano constante e cumulativo a maioria dos
tecidos e oOrgdos ao longo da vida. Enquanto que as complicacbes vasculares,
renais, oftalmolégicas e neuronais sdo amplamente conhecidas, alteracbes em
outros tecidos, tais como 0 0sso, tém também se tornado foco nos dltimos anos.

Pacientes com T1DM apresentam risco aumentado a fraturas,
aproximadamente 6 vezes maior, as quais sdo frequentemente responsaveis por
imobilizacdo cronica, reducdo da qualidade de vida, e morte (FLIKWEERT et al.,
2018). A T1DM pode prevenir a reducdo da secrecao do fator anabdlico ésseo, fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e reduzir a concentracdo de
osteocalcina (VERROKEN et al.,2015). Além disso, ha aumento do nivel de produtos
finais de glicacdo avancada (AGE), os quais séo conhecidos por interferir na adesao
de osteoblastos a matriz 6ssea e induzir apoptose de células-tronco mesenquimais,
comprometendo assim a osteoblastogénese e subsequentemente a atividade
osteoblastica (MCCARTHY et al., 2004). Além disso, AGEs se intercalam na matriz
de colageno, aumentando a rigidez do 0sso e reduzindo a for¢ca 6ssea. Em adi¢céo, a

mecanosensibilidade dos ostedcitos esta reduzida em camundongos diabéticos, o
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gue pode impactar negativamente a regulacdo da remodelacdo 6ssea (MCCARTHY
et al., 2004).

Como dito anteriormente, a via de sinalizagdo Wnt € uma via importante para
regulacdo da massa 6Ossea. Ela estimula a formacdo de 0sso via osteoblastos e
reduz osteoclastogénese, reduzindo assim, reabsor¢cdo O0ssea (KRISHNAN et al.,
2006). Considerando que a T1DM inibe formacgéo 6ssea, torna-se interessante saber
se a via de sinalizacdo Wnt esta alterada durante a T1DM. De fato, estudos tém
mostrado um aumento dos niveis 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 doenca O0ssea associada a T1DM ainda precisam ser
melhor compreendidos. Portanto, esse estudo objetiva a investigacdo da
participacdo da via Wnt, usando o Dkk-1 como ferramenta, no reparo 0sseo apos

defeito subcritico de calvaria em animais com T1DM.
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2. PROPOSICAO
O presente trabalho teve como objetivos:
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a participacdo da via Wnt no processo de reparo 0sseo, via bloqueio
da expresséao de dkk-1, utilizando o defeito subcritico de calvaria em camundongos e

investigar a influéncia da diabetes tipo 1 no reparo e remodelacao 0ssea.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o tecido 6sseo por meio de microtomografia computadorizada
do fémur e osso da calvaria em camundongos normossistémicos e
diabéticos

o Avaliar a remodelacdo Ossea por meio de dosagem sérica de
marcadores de formacdo (P1NP) e de reabsorcéo 6ssea (CTx e TRAP)
em camundongos normossistémicos e diabéticos

o Avaliar a expressdo génica e niveis séricos dos reguladores da via
Wnt, Dkk-1 e SOST no fémur e no 0sso da calvaria de camundongos
normossistémicos e diabéticos

o Avaliar a taxa de mineralizacdo, aposicdo mineral, e de formagéo
0ssea por meio de analise histologica no fémur e no 0sso da calvaria
em camundongos normossistémicos e diabéticos

o Quantificar o0 nimero de osteoclastos e osteoblastos por perimetro
6sseo0 no fémur e no osso da calvaria em camundongos
normossistémicos e diabéticos

o Avaliar a expressdo génica de marcadores do metabolismo 0sseo,
osteoprotegerina (OPG) e RANKL, no osso da calvaria de
camundongos normossistémicos e diabéticos

o Analisar os parametros de controle metabdlicos de glicose, peso
corporal e quantidade de gordura de camundongos normossistémicos

e diabéticos
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3. CAPITULO

REGIMENTO INTERNO

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, o0 projeto de pesquisa
referente a esta dissertacéo foi submetido & apreciacéo da Comisséo de Etica no
Uso de Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, tendo sido aprovado
sob numero de protocolo 150/2017 (Anexo A).

Esta Tese de Doutorado baseia-se no Artigo 37° do Regimento Interno do
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade
Federal do Ceard, que regulamenta o formato alternativo para dissertacées de
Mestrado e teses de Doutorado. Os resultados obtidos estdo apresentados em
na forma de dois artigos cientificos, sendo um deles j& publicado em revista
cientifica indexada (ANEXO B) e o outro ja redigido de acordo com as normas da
revista cientifica escolhida para publicacdo. Esse artigo, no entanto, esta
apresentado em portugués, seguindo as normas do Programa de PGs-
Graduacao que determina a apresentacdo em inglés apenas para os artigos ja

previamente aceitos para publicacéo.

Artigo 1. Papel da via de sinalizacdo Wnt no reparo 6sseo em camundongos
knockout para Dkk-1 submetidos ao defeito sub-critico de calvaria

Periddico: Bone*

Quialis capes: A2

Fator de Impacto: 4.5

Artigo 2: Perda de Dkk-1 osteocitico atenua perda éssea cortical e trabecular mas
ndo acelera reparo 6sseo em camundongos com diabetes tipo 1 (Artigo Publicado)
Periodico: Scientific Reports**

Qualis capes: Al

Fator de Impacto: 4.576

Normas das revistas disponiveis em:

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

** https://www.nature.com/srep/author-instructions
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Papel da via de sinalizacdo Wnt no reparo 6sseo em
camundongos knockout para Dkk-1 submetidos ao defeito sub-
critico de calvéria

Resumo
Introducdo: Os defeitos de reparo 6sseo sdo um grave problema de saude que
trazem seérios problemas clinicos e socioeconémicos com impacto na qualidade de
vida de pacientes. Dentre as vias de sinalizacdo que regulam o metabolismo 0sseo,
ganha destaque a via Wnt por induzir a osteoblastogénese. Dickkopf -1 (Dkk-1) que
€ antagonista da via Wnt, por sua vezregula negativamente a diferenciacéao
osteoblastica, frequentemente esta aumentado durante eventos inflamatorios e,
portanto, envolvido na patogénese de doengas 0sseas. Objetivo: Assim, esse estudo
objetivou avaliar o papel da via de sinalizagdo Wnt, através da delecao de Dkk-1 no
reparo 6sseo usando o modelo de defeito sub-critico de calvaria em camundongos.
Metodologia: Para tanto foi realizado o defeito na calvaria de camundongos
(C57BL/6) submetidos a dois tipos de delecdo de Dkk-1: global (Dkk-

1ﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre) ou especifica (Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl:Cre). Os descendentes

respectivos Cre-negativos foram usados como controles. Os animais foram
acompanhados por 4 semanas, sendo entdo eutanasiados. As calvarias foram
coletadas para as analises micro-tomografica, histolégica e histométrica (area
mineralizada/area de osso [MS/BS]), taxa de aposicdo mineral [MAR] e taxa de
formacdo Osseal/area de osso [BFR/BS], avaliacdo do numero de osteoclastos e
osteoblastos/perimetro  6sseo [N.Oc/B.Pm] [N.Ob/B.Pm]) e investigacdo da
expressdo génica de Dkk-1; Runx2, OCN, OPG e RANKL. Amostras sanguineas
foram coletadas para dosagem sérica de Dkk-1, PINP e CTx. Resultados: As
delecdes global e especifica de Dkk-1 resultaram em aumento na formacéo dssea
em 33% e 45%, respectivamente. Entretanto apenas o0s animais com delecdo
especifica de Dkk-1 em ostedcitos e submetidos ao defeito induziram remodelacéo
ossea (P1NP=+47%, CTx=-27%), e estimularam o0 aumento da funcédo de
osteoblastos (Runx=+142%, OCN=+73%, OPG=+319%), e do seu numero (3x
maior) quando comparado aos animais Cre-. (p<0,05). Conclusao: A via Wnt exerce
papel no reparo 0sseo.

Palavras-chave: reparo 6sseo, sinalizagdo Wnt, Dkk-1, osteocitos, defeito de

calvaria
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1. INTRODUGCAO

O osso é um tecido capaz de reparar espontaneamente durante a vida adulta,
apos o estabelecimento de uma lesdo ou defeito, quando um estimulo fisiolégico
converge para uma resposta. No entanto, determinadas condi¢cdes associadas a um
microambiente n&o-favoravel, técnicas cirlrgicas sub-Optimas ou instabilidade
mecanica podem levar a um progndstico ruim da regeneragdo Ossea. Porém, o
exato mecanismo biolégico/molecular relacionado ao reparo tardio de uma fratura
O0ssea ainda permanece desconhecido (Gomes & Fernandes, 2011; Houschyar et
al., 2019).

O tecido 6sseo é regulado por multiplos fatores de crescimento (Lieberman et
al., 2002). A via de sinalizacdo Wnt/3-catenina tem papel central no desenvolvimento
e homeostasia, bem como no reparo e regeneracdo 0ssea apos injuria (Xu et al.,
2014). Ligantes da via estimulam crescimento 6sseo, sugerindo sua participacao na
regulacdo da cicatrizacdo Ossea, e destacando o seu potencial como alvo
terapéutico nos casos de reparo de fraturas. O papel da via Wnt/3-catenina €&
reforcado por pesquisas que mostram que a reducdo da expressédo de Dickkopf-1
(Dkk-1), um antagonista da via, pode levar ao aumento da massa 0ssea cortical e
trabecular in vivo (Morvan et al., 2006), e pode causar supressdo de forma dose-
dependente da mineralizacdo da matriz de osteoblastos in vitro (Li et al., 2006).
Além disso, anticorpos que neutralizam Dkk-1 (Dkk-1Ab) estdo sendo avaliados
como potencial terapia para desordens Osseas e cicatrizacdo de fraturas em
modelos animais (Li et al., 2011; Ominsky et al., 2011). Neste contexto, a literatura
aponta que a antagonizacdo da via Wnt/R-catenina através de Dkk-1 tem se
mostrado uma ferramenta de pesquisa adequada para os estudos relacionados a
regulacdo da biologia 6ssea REFERENCIA.

Estudos in vivo tém sido extensamente utilizados e tém contribuido
grandemente para o desenvolvimento e estabelecimento de uma ampla variedade
de abordagens que contribuam para a regeneracdo do tecido 6sseo REFERENCIA.
Entre os diferentes modelos de estudo sobre reparo 0sseo, se destaca o defeito sub-
critico de calvaria, que permite a avaliacdo do impacto de muitas condic¢des,
processos biologicos e substancias na fisiologia da regeneragdo 0ssea (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 frequéncia:
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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 sao de facil manuseio e armazenamento. Adicionalmente, para roedores,
existe mais disponibilidade de ferramentas biologicas para testes. Além disso, eles
tém uma alta taxa metabodlica, e, especialmente em camundongos, o uso de
modelos transgénicos e knockout tem contribuido enormemente para o
conhecimento da funcdo de modulacéo de genes especificos. Em suma, neste artigo
investigamos o papel da via de sinalizacdo Wnt no reparo 6sseo usando o modelo
de defeito sub-critico de calvaria em camundongos com delecéo global ou especifica
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 recomendag¢des do guideline ARRIVE (Animal Research:
Reporting In Vivo Experiments) para o uso de animais experimentais (Kilkenny et al.,
2010). Os experimentos foram iniciados apés aprovacdo pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Ceara e da Universidade Técnica de Dresden e do Governo do

Estado da Sax6nia, 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 delecdo de Dkk-1:

delecdo global (Dkk—lf'/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre) ou especifica em ostedcitos (Dkk-

1ﬂ/ﬂ;Dmp1:Cre). Foram utilizados uma linhagem transgénica de camundongos (C57BL/6),

previamente descrita (Colditz et al., 2018). Os descendentes respectivos Cre-negativos
foram usados como controles. Os animais da linhagem Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre (positivos

e negativos), na idade de 7 semanas receberam 100 pL de Tamoxifeno (10 g/L, Sigma,
Munigue, Alemanha) por 5 dias para inducdo da delecdo 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

distribuidos em grupos, e as analises subsequentes foram realizadas de modo cego.
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O calculo 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 diferenca estatistica de 20% entre os
grupos, e o desvio padrdao de 15% com intervalo de confianca de 95% (p=0,05),
considerando o reparo ésseo com variavel de desfecho primario. 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-critico de calvaria

Para inducédo do defeito sub-critico, os animais foram anestesiados, e entdo foi
realizada uma incisédo de 1,0 cm para exposi¢ao do tecido 6sseo da calvaria. Por meio de
uma broca carbide, foi criado um defeito subcritico de 1,8 mm de didmetro, sob irrigacéo
continua com solucdo salina estéril (Yang, Girod, 2014). Os animais foram
acompanhados por 4 semanas apds o procedimento cirirgico e entdo eutanasiados

através de inalacéo de dioxido de carbono (Yang, Girod, 2014).

2.4. Analise por micro-tomografia-computadorizada

Apds a eutanasia, 0 0sso da calvaria foi removido e fixado em paraformaldeido
tamponado a 10%. Em seguida, os espécimes foram escaneados por um micro-
tomégrafo computadorizado (u-CT) (vivaCT 40, Scanco Medical), usando configuracdes
previamente descritas (Tsourdi et al., 2015; Goes et al., 2019). O volume de 0sso

reparado foi medido apos reconstrucdo 3D. Os dados foram apresentados como média

da area do defeito dado em mm?.

2.5. Andlises histoldgica e histométrica do osso

Analises histologica e histométrica do osso foram realizadas de acordo com Rauner
et al. (2014). Brevemente, 2 injecBes intraperitoneais de calceina, um corante
fluorescente que se liga ao osso (20 mg/kg; Sigma) foram administradas em cada animal
5 e 2 dias antes da eutanasia. Apos escaneamento por micro CT, o 0sso da calvaria foi
embebido em metilmetacrilato e cortado em sec¢gbes de 7um para analise da
fluorescéncia 6ssea, a fim de determinar a area mineralizada/area de osso (MS/BS), taxa
de aposicao mineral (MAR) e taxa de formacéo ¢ssea/area de 0sso (BFR/BS).

Calvarias coletadas em um outro set de experimentos foram fixadas,

desmineralizadas com EDTA a 10% e processadas para a inclusdo em parafina e
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obtencdo de cortes histologicos de 4 um, corados em seguida com fosfatase acida
tartaro-resistente (TRAP) para a quantificacdo do numero de osteoclastos/perimetro
0sseo (N.Oc/B.Pm). A partir dessas mesmas laminas foi calculado o numero de
osteoblastos/perimetro 6sseo (N.Ob/B.Pm). As analises histométricas foram realizadas
utiizando o software Osteomeasure (Osteometrics) de acordo com padrdes

internacionais (Dempster et al., 2013).

2.6. Isolamento de mRNA e PCR guantitativo

Em um novo set de experimentos, , tecido da regido do defeito foi macerado em
nitrogénio liquido usando Trizol (Invitrogen), 0 MRNA foi isolado do osso da calvaria e
quantificado usando espectrometro Nanodrop (Peglab). 500 nanogramas de mRNA
foram transcritos reversamente usando Superscript Il (Invitrogen) e subsequentemente
usados para RT-PCR baseado em SYBR_green (ABI 7500 Fast; Applied Biosystems). As
condi¢cbes 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
meétodo de ciclo de threshold (Livak & Schmittgen, 2001) e foram apresentados como
aumento x-fold relativo a beta-actina. As sequencias de primers foram: R-actina
S:ATCTGGCACCACACCTTCT, R-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. Analise sérica

Imediatamente antes da eutanasia, sob anestesia, amostras sanguineas foram
coletadas via punc¢do cardiaca, e o soro foi armazenado apds 10 min de centrifugacdo a
400 G. As concentragOes de Dkk-1, telopeptideo C-terminal (CTX) e propeptideo amino-
terminal procolageno tipo 1 (P1NP) foram mensuradas no plasma sanguineo 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. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como médiaterro padrdao da média (EPM) ou como
mediana (variagédo), 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 andlise dos parametros histomofométricos
da calvéria. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% em todos os testes. Todos o0s
calculos foram realizados usando o software Prism 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). Todos os protocolos e andlises foram realizados por examinadores

calibrados e cegos para 0s grupos.

3. RESULTADOS
3.1 Delecéo de Dkk-1 induziu reparo do osso da calvaria

Sendo um defeito subcritico, apdés 4 semanas, foi observada uma reducéo
significante da area do defeito em todos os grupos experimentais quando comparado a
area total do defeito no dia 0 (Figura 1A e 1C). Os grupos experimentais com delecéo,

global (Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre+ [Figura 1A e 1B]) e delecdo osteocitica (Dkk-

1ﬂ/ﬂ;Dmp1:Cre+ [Figura 1C e 1D]) apresentaram maior formacé@o 0ssea, evidenciadas

pela reducao da area do defeito (Dkk-lﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre = 33%; Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre =

45%) quando comparado aos seus respectivos controles Cre-negativo.
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FIGURA 1 | Delecao de Dkk-1 acelerou o reparo do osso da calvaria. Osso da calvaria de camundongos machos Dkk-
1ﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl:Cre-positivo e —negativo com 16 semanas foram analisados por uCT. (A) Area do defeito
0sseo de camundongos Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre, (B) Reconstrucdo 3D da calvéria, (C) Area do defeito 6sseo de camundongos
Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl:Cre (D) Reconstrugdo 3D da calvaria em. Dados representam a médiatEPM de 6 animais por grupo. Andlises

estatisticas foram realizadas por ANOVA seguida de Teste de Bonferroni. &p<0.05 vs. area total do defeito no dia 0; *P<0.05 vs.
Controle Cre-negativo.
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3.2. Delecéao de Dkk-1 osteocitico induziu aumento do marcador de formacao 0ssea
(PINP) e reducédo do marcador de reabsorcédo 6ssea (CTx) no plasma sanguineo.
A fim de confirmar a auséncia de expressao do gene Dkk-1 em animais knockout,

gRT-PCR foi realizada na calvaria. O defeito semi-critico em calvaria aumentou de forma
significante a expressao do gene Dkk-1 nos animais Cre-negativos, mas nao nos Cre-

positivos, em ambas as linhagens Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre (Figura 2A) e Dkk-
1ﬂ/ﬂ;Dmp1:Cre (Figura 2B).

Os marcadores séricos de remodelacdo 6ssea também foram avaliados. O defeito
de calvaria ndo causou mudancga nas concentra¢cdes de P1NP nos grupos controles Cre-,

uma vez que ndo se observaram diferencas estatisticas entre as concentracfes de P1NP

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

1ﬂ/ﬂ;Dmpl:Cre-positivos, mas nao os Dkk-lf'/ﬂ;

Rosa26ERT2:Cre-positivos, apresentaram
aumento significativo dos niveis séricos deste marcador de formacdo Ossea quando
comparados ao grupo controle Cre-negativo (Figuras 2C e 2D).

As figuras 2E e 2F mostram que o processo de reparo 0sseo resulta em um
aumento significativo da concentracdo de CTx, um marcador de reabsor¢cdo 6ssea no
plasma sanguineos dos animais de todos 0s grupos experimentais. Esse aumento, no
entanto, é maior nos grupos Cre-negativos, controles das linhagens DKkk-
1ﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre (Figura 2E) e Dkk-lf'/ﬂ;Dmp1:Cre (Figura 2F), quando comparados
aos dois grupos com delecdo de Dkk (Cre positivos), indicando menor atividade
osteoclastica nos grupos Cre positivos.

Na analise histomomorfométrica da calvaria, foi possivel observar maior taxa de
remodelacdo 6ssea apenas nos animais Cre-positivos da linhagem Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl:Cre,
guando comparado ao respectivo controle (p<0,05) (Tabela 1). Adicionalmente, foi
observado um aumento significante do numero de osteoblastos na calvaria dos animais
Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre-positivo. Ndo houve diferenca significante quanto ao numero de

osteoclastos em ambas linhagens (Tabela 1).
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FIGURA 2 | Dele¢do de Dkk-1 altera os niveis séricos de marcadores do
metabolismo 6sseo apos defeitos de calvaria. Analise de RT-PCR foi realizada para
Dickkopf-1 (Dkk-1) no tecido 6ésseo da calvaria nas linhagens Dkk-

1"M.Rosa26ERT2:Cre (A) e Dkk-1"":Dmp1:Cre (B). Niveis séricos de PINP nas
linhagens Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre (C) e Dkk-11/M ;Dmp1l:Cre (D). Niveis séricos

de CTx nas linhagens Dkk-lﬂ/ﬂ;Rosa26ERT2:Cre (E) e Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre (F).
Dados representam a médiatEPM de 6 animais por grupo. Analise estatistica foi
realizada usando os testes ANOVA seguida de Teste de Bonferroni. *P<0.05 vs.

Calvaria normal de animais Cre-; P < 0.05 vs. controle Cre-negativo submetido a
defeito de calvaria. (CD = defeito de calvaria).
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Tabela 1. Parametros histomorfométricos da calvaria de camundongos

Dkk-lﬂlﬂ;Rosa26ERT2:Cre e Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre.

Dkk—lf”f'; Rosa26ERT2:Cre Dkk—lf”ﬂ; Dmpl:Cre

Cre — Cre + Valorde p Cre - Cre + Valorde p
MS/BS (%) 25,79+2,65 24,41+6,98 0,87 24,03+2,01 39,37+2,39 <0,01
MAR (um/d) 4,11+41,27  4,24+272 0,96  2,25+0,29  7,12+1,87 <0,01
BFR/BS (um3/um2/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. Superficie mineralizada/superficie 6ssea; MAR. Taxa de aposi¢cao mineral;

BFR/BS. Taxa de formacao o0ssea/superficie 6ssea; N.Oc/B.Pm. nimero de
osteoclastos/perimetro 6sseo, ; N.Ob/B.Pm. nUmero de osteoblastos/perimetro

6sseo.

Dados representam a médiatEPM. Andlise estatistica por teste T-Student.

3.3.A delecao especifica de Dkk-1 em ostedcitos induziu formacao 6ssea.

A andlise da expressao génica de Runx2, OCN, OPG e RANKL em tecido

0sseo de calvéria, coletada 3 semanas ap0s o procedimento cirtrgico, ndo mostrou

diferencas estatisticas entre a expressdo desses genes entre 0os grupos Dkk-

1f|/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 ostedcitos, foi

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

OPG (Figura 3G) (p<0.05), marcadores de formacdo Ossea, e uma diminuicdo

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

respectivo grupo controle Cre-negativo
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FIGURA 3 | A delecdo especifica de Dkk-1 em ostedcitos induziu aumento na expressao génica de marcadores da formacéo 6ssea
e diminuicdo de RANKL, marcador de reabsorcdo 6ssea. Expressao génica de marcadores do metabolismo 6sseo durante o
reparo 6sseo de defeito de calvéaria das linhagens Dkk-1 fI/ﬂ;RosaZGERTZ:Cre e Dkk-lﬂlﬂ;Dmpl:Cre-positivo e —negativo, através
de RT-PCR para investigacao 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 médiatEPM de 6 animais
por grupo. Analises estatisticas foram realizadas através dos testes de ANOVA seguido de Bonferroni. *P<0.05 vs. Calvaria normal

de animais Cre-; P < 0.05 vs. controle Cre-negativo submetido a defeito de calvaria. (CD = defeito de calvaria).
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4. DISCUSSAO
Este estudo mostrou que o reparo parcial das lesbes 6sseas foi observado 4

semanas apoés a inducdo do defeito 6sseo em todos 0s grupos experimentais, sendo

esse efeito mais evidente no grupo Dkk-1"":

Dmp1:Cre. A delecdo de Dkk-1 de origem
osteocitica resultou ainda no aumento da concentracdo sérica de P1NP, um marcador

associado a formacédo 6ssea e reducéo da concentracao sérica de CTx, um marcador de
reabsorcdo éssea. O grupo de animais Dkk-lf'/ﬂ;Dmpl:Cre apresentou um aumento
significativo da razédo superficie mineralizada/superficie 6ssea (MS/BS), das taxas de
aposicao mineral (MAR) e formacdo Ossea/superficie 0ssea (BFR/BS), além de um
namero maior de osteoblastos e aumento na expressdo de genes relacionados a
formacdo 6ssea, tais como: Runx2, osteocalcina e osteoprotegerina. De fato, a literatura
relata que a superexpressdo de Dkk-1 em camundongos resulta em osteopenia com
namero reduzido de osteoblastos (Li et al., 2006) ao passo que a delecdo de um Unico
alelo do gene Dkk-1 aumenta a massa 0ssea, a formacéo 6ssea (Morvan et al., 2006) e o
numero de osteoblastos (Colditz et al., 2018).

Esses resultados sugerem fortemente a participacdo da via Wnt/3-catenina no
reparo 0sseo, uma vez que Dkk-1 € considerado o inibidor mais importante da via. As
proteinas Wnt consistem em uma familia de moléculas que permitem a comunicacao
celular com importante atuacdo na remodelacdo 6ssea REFERENCIA. A via de
sinalizacdo Wnt/3-catenina estimula a diferenciacdo de osteoblastos e promove
formacéo 6ssea REFERENCIA. A ligacdo de Dkk-1 ao receptor LRP5/6, resulta em sua
internalizacdo, inibindo assim a translocacdo da beta-catenina para o nucleo, e
consequentemente a transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo celular (Funck-
Brentano et al., 2014).

Apesar de a delecdo global de Dkk-1 ter reduzido a area do defeito de calvaria
guando comparado ao controle Cre-negativo, ndo foi capaz de aumentar as
concentragfes seéricas PINP nem de reduzir as concentragdes de CTx. Os animais
submetidos a delecéo global de Dkk tampouco apresentaram aumento no niumero e/ou
funcdo de osteoblastos de forma significante, como foi observado nos animais com
delecdo osteocitica de Dkk-1. Uma possivel explicagdo para tal achado pode estar
relacionada ao aumento compensatério de Esclerostina (SOST), que restringe o
recrutamento e reativacdo de osteoblastos quando os niveis de Dkk-1 estdo baixos.
Esclerostina, um inibidor soluvel da via Wnt intimamente relacionado com Dkk-1, € uma

molécula produzida por osteocitos que impede a ligacdo de proteinas Wnt ao seu
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Florio e colaboradores demonstraram que a inibigcdo de esclerostina resulta em regulacao
positiva de Dkk-1 (Florio et al., 2016), o que sugere uma superexpressao de esclerostina
associada a inibicdo de Dkk. De forma controversa, Colditz et al. (2018) mostraram que a
deficiéncia de Dkk-1 aumenta formacédo 6ssea mesmo quando os niveis de SOST estéo
elevados, sugerindo que a esclerostina s6 é capaz de inibir formacéo 6ssea na presenca
de Dkk-1, e Dkk-1 seria determinante para a formacdo 6ssea. De qualquer forma a
regulacdo da funcdo osteoblastica pela sinalizacdo de Wnt € um mecanismo que ainda
requer maior investigacao.

Esses resultados podem estar relacionados ao mecanismo de delecédo 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-especifico. Entretanto, TAM é um farmaco que pertence a classe dos
moduladores seletivos do receptor de estrogeno, apresentando uma acdo antagonista ao
estrégeno no 0sso, o que pode influenciar a homeostasia 6ssea. TAM reduz a acdo de
osteoclastos e isso pode repercutir negativamente no turnover 0sseo, 0 que explica as
diferencas nos resultados das concentracdes séricas de P1NP e expressdes génicas de
Runx2, OCN e OPG entre os grupos com delecéo global e delecao osteocitica de Dkk-1.
O efeito do TAM no tecido 6sseo pode ainda ser corroborado quando da andlise da
expressdo génica de marcadores 6sseo nos animais com delecdo especifica de Dkk-1.
Os animais DMP submetidos ao defeito de calvaria apresentaram aumento importante de
RANKL, indicando acdo de osteoclastos, em detrimento a acdo de osteoblastos que foi
reduzida. O grupo de animais submetidos a delecdo global de Dkk-1, apesar do reparo
0ssea quando comparado ao seu controle Cre-negativo, apresentou uma taxa menor de
formacéo 6ssea em relagéo ao grupo com delecdo osteocitica (Zhong et al., 2015).

Vale ressaltar que a delecdo especifica de Dkk-1 envolve o promotor de DMP1 como
alvo pra Cre, especificamente em ostedcitos, células que expressam DMP1 (Toyosawa et al.,
2001; Feng et al., 2002), sem interferir no receptor de estrégeno (Lu et al., 2007). Muito
embora a delecdo de Dkk-1 seja local, tem sido descrito que ela é suficiente para modular
massa 0ssea, regular o turnover sistémico independente do aumento compensatorio de
esclerostina (Colditz et al., 2018). Além disso, considerando a andlise da expressao génica
de marcadores do metabolismo ésseo, a delecdo especifica de Dkk-1 parece estimular a
formacdo Ossea abreviando a atuacdo de osteoclastos durante a fase proliferativa do reparo

0sseo, enquanto ativa osteoblastos fazendo com
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gue sua atuacdo aconteca de forma mais precoce. Neste contexto, o uso de modelo
animal com delecdo de Dkk-1 derivado de ostedcito parece ser mais interessante para o

estudo de condic¢des patoldgicas que possam interferir no metabolismo ésseo.

5. CONCLUSAO

A via Wnt exerce papel fundamental no reparo 6sseo .
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Type 1 diabates mallitus (T1DM) is associated with low bone mass and & higher risk for fractures.
Dickkopf-1 (Dkk1), which inhibits wnt signaling, ostecblast function, and bone formation, has been
found to be increasad in the sarum of patients with TADM. Hers, we investigated the functional

role of Dkk1 in TADM-induced bone loss in mice. TADM was induced in 10-week-old male mice with
Dkk1-deficiency in lats ostooblastsjosteocytes (Dkki™.Dmpi-Cre, cKOj and littormats control mice
by 5 subssquent injections of streptozotocin (40 mg/kg). Age-matched, non-disbetic control groups
recsived citrate buffer instoad. At wesk 12, calvanal defocts wars created in subgroups of aach cohort.
After a total of 16 wocks, weight, fat, the fomoral bone phenotype and the arca of the bone dafact
weors analyzed using pCT and dynamic histomorphometry. During the axperiment, disbetic WT and
<KO mice did not gain body weight compared to control mice. Further thay lost their perigonadal and
subcutaneous fat pads. Diabetic mice had highly clovated serum glucose kevels and impeired ghucose
tolerancs, regardless of their Dkl levels. TLDM lod to a 36% decraass in trabecular bone volume in
Cro— negative control animals, wheroas Dkk1 cXO mice only lost 16%. Of note, Dide1 cKO mice were
complatsly protected from TLDM-inducad cortical bone loss. TADM suppressed the bone formation
rata, the number of osteoblasts at trabocular bone, serum lavels of PANP and bone defect healing in
both, Dkki-deficent and sufficient, mice. This may be axplained by inareased sarum sclerostin levels
in both genotypas and the strict dependence on bone formation for bone defect healing. In contrast,
the number of ostsodasts and TRACP 5b sarum levels only increased in diabetic control mics, but
not in Dkk1 cXO mice. In summary, Dkl darived from ostsogenic cells doas not influence the
development of TLOM but plays a crucial role in TADM-inducad bone loss in male mice by regulating
osteodast numbars.

Type | dabetes mellitus (T1DM) 1s an autotmmune disorder that i most often diagnosed 1n children and young
adudts'’, Thus, cinkal management of T1DM s required throughout Mfe. Metabolic patoways that are altered
by T1DM tmpose a constant damage to most tissues and organ systems. While vascular, resal, ophthalmologic,
and neuromal complications are known, other o such as bone have also come into focus
more recent years. with TIDM face an over Increased risk of hip fractures, which are f;

for chromic tmmobiltzation, reduced quality of Iife and death™ *. Various studies aiready established
the [ink between T1DM, osteoporosis and tmpatred cortical and trabecular bone microarchitecture, eg. reduced
cortical thickness, decreased volumetric bone mineral density, as well as lower trabeasdar bone volume and
trabecular number compared to mon-diabetic controls* . Multtple reasoas for the resulttng structural bone
fragility are in discussion, for example, the reduced secretion of the bone-amabolic tnsulin ke growth factor

‘Department of Medicne © and Center for Heathy Aging, Medical Faauity, Technizche Univers23t Drasden,
Fetscherstr. 74, 04307 Drasden, Gemany. ‘Post-Graduation Program in Morphological Scencs, Department of
Mﬂm%&mdmh&im&mmmwwdmﬂ
Legal Medicing, School of Medicing, Federal University of Caara, Fortaleza, CE, Brazil. ‘Present address: Rudolf
Schonheimer instituta of Biochemiztry, Medical Faculty, University of Leipzig, Johannizalioa 30, 04103 Lapzig,
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bome matrix, the network stitfiness and render bone
e e e e e oy
tmpact on the regulation of the bone remodaling cyde™.
ﬂu“‘mhgpﬂmbmdh“wmwmhebounnﬁlﬁmm
formation via ostecblasts and reduces osteodastogenests, thereby, reducing bone resorption'™ *. Moreover, Wt
mesenchymal m . Considering

stgnaling promotes

that T1DM inhibits bone formatton ™ the guestion arises as to whether Wit signaling is impatred i T1DM.
In fact, studies foend Increased serum Jevels of Dickkopf- 1 (Dkk1) and scdernstin, both of which are inhdb#tors
of the Wnt pathway, in antmals and human patients with T1DM'* ™. Moreoves, elevated Dkl levels correlated
with decreased bome mineral density in pattents with T1DM. However, the formal proof whether Dkki and/
or sderostin are tmplicated tm bone disease due to TIDM is still lacking™. As previcusly described, bone mass
mhmmD&limthﬂumthlmhdMapmmdbymﬂm
and osteocytes™. Accordingly, we assessed here i skeletal Dk production is implicated in the pathogenests of

T1DM-tnduced bome boss. Char results show that mice Dk in osteoblasts and osteocytes are not fully
from trabecular booe loss dae to TIDM, bat that lose Jess bone than their Iittermates.
Corttcal bome loss, however, &s abrogated by Dik) debcency. In contrast, Dkl does not drive

tmpatred bone defect healing tn TIDM. the effects of DEki in dabetic bone disease appear to be site-
specific and depending on modeling vs. remodeling activities.

Declaration of approval for animal experiments. AD expertments imvobring animals were approved

by the Landesdirektion Sachsen, Germany and were paﬁrmdmmwﬂ&:tdm:ﬁdns

iwmnlm m'wwxnuwmpwmmmw
as

Mouse models. Dik1™Dmp1-Cre mice, which kack Dikl comstitatively in Dmpl-expeessing cells (late
ostecblasts, osteocytes), were charactertzed previoushy™. Didkl " Dimp] Cre- littermates were used as controls.
At the age of 10 weeks, male mice were randomly divided into groups treated with streptozotocin (STZ, 40 mgikg)
mdmfuolwmwzymdmbﬂa(ﬁxﬂ Both agents were Injected for five
conseutive days pwpauso(budoum to induce T1DM™. Thas, the following coborts
were gemerated: Dk 5 Dmpi-Cre Cre- Cirk: n=12, ¥ DimpiCre- STZ: n= 12, Dk #*.Dmp 1-Cres Ciri:
n-lo.MﬂwL%mcn-llmmdghmh&Mbodywdndwmm
twice 3 wesk untdl week 16, when they were sacrificad via Intrapertioneal injection of 2 ketamine/rylarine mix-
ture (90/10 my'ky body weight). Blood samples were taken from the tal vein. A subgroop of mice recetved
a subcritical calvartal defect of the size of 1.2 mm two weeks after indoction of TIDM. After oor wesks, the
experiment was ferminated (Fig. Lal.
All mics recetved a standard diet and drinking water ad Mbitum. Mice were separated in groups of 4 per
cage and kept at room temperature in 2 12 h bght-dark-cyde. Each cage was enriched by 2 cardboard house.
for beeeding the Dicka ™. Demp 1:Cre mowse line and for performang all tnvastve treatments was given
by the imstitetional antmal care commattee of TU Divesden and the Landesdirektion Sachsen.

RNA Isolation and quantitative PCR.  Femoral bose was flushed and crushed in iguid nitroges and the
remmalns were immersed in Trifast lNAinhinn\ns according to the manufac-
i {Pthb.Gawﬂ perﬁutned ﬁh -
based real- MK&MW-&!:MM&GAWC\M B-actin
as GOGGTGTTCAAGGTCTCAAA; Dik! s: GCCTCOOGATCATCAGACGGT, Dkkl as: GCAGGTGTGGAG
OCTAGAAG. Applied PCR conditions wene: 2 mim at 50 *C, 10 min at 55 *C continued by 40 cydes of 1S s at
95 °C and | min at 50 *C. A melting curve was created at 15 5 of 92 °C, 1 mim of 60 °C and 30 s of 35 °C. AACT
method was used to calculate the results, which are presented as x-iold increase tn comparison to beta-actin,

Defecthealing. A suborttical calvartal defect was created in mics under anesthestz (ketamine/ xylaxine mix-
hure (100/10 mg/kg body weight} by intraperttoacal injection) by driliing a hole of 1.5 mm. Therefore, the head
whﬂumwﬂgﬂ&ﬂnnwmwnaﬂﬂhammm
q;n* of 1.8 mm and a rotation rate of 400 rpm (Fine Sctence Tools, onbou:ham
defact was made carefully to avoid damage to the dura mater. Afler rinsing the
mmm&m"wdmmmmm&mmmm
mole in their drinking water (1.33 mg/ml) for 7 days to reduce patm.

RCT and assessment of the calvanial defect nubcnsm&mdn«limmmudqde
for 48 h and dehydrated with 50% FtOH. Bone samples were stored tn 50% FtOH wntdl further
mwmmmﬁwww momby(yttn:ﬁlu&amﬂdnl.
Switzerland) of femoral bome. voxel stze was 10 (70 kVp, 114 pA_ 200
memlﬂ“lmwmhm?ﬁ,n VF‘ bwam Mmﬁmm
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Fagure 1. Ostengenic Dick] doe= pot alter glucmse homenstass tn T10M. (2} Scheme of the experimental
procedures. 10 week-old male Dick 1™, Dimp 1-Cre milce and their respective Cre-negathve Hiermabes wene

ﬁﬁﬂmﬂnﬁﬂ@hﬂtﬂurdﬂehﬂz[ﬂtﬂmﬂlﬂmﬂ:lﬂﬁ:mﬂﬂ-m
defiect was induced. Afier another fowr weelks, the gloonse iolerance test {GTT) was conduwcted and
‘Hood glucose level of the animalks was measared twice 2 wesk {B) Welght was measured throughont the

] and {d) subcutansous fat were epcised afier sacrifice and [} Blood
e et o it
of dizbetes indaction. AN dats ane as the mean £ standand deviabion or 25 individeal] dots. W= 10-12
per group. Two-way ANOVA with Boafermoml post-hoc lest. ***p o001 ws. Ot

upwards, and 150 diaphyseal shices, taken midpoint between the femomal head and femoml condyles. Sasnon-
Medical protocnls were wed for ﬂﬁml{mdm&:humm demestty (BM D) and the
mtio of tbeilar bone volume per bone voleme (BV TV were conducied on femur, whereas
cortical BVITY, mrtical tsese mineml denstty (TMDY, cross-sectiomal iotal area {TA), oross-sectional bone area
{BA}, and marimem and minimum area moments of inertia {Imax and Imin) were apalyred in dizphyseal dices.

All parameters adhere bo international guidelines™.

E@h&md&:dﬂmmﬂduﬂqﬂrpﬂﬂhmmm stz af 1005 gm, 70 kVp,
145 pA, amd 300 ms integration time o generate three-dimensional recoastruction images of the defsct areas.
The area of newly formed bone at the bone defects was alodated from pCT-reconstructed images by using an
Image] analysis system™.

Bone histomorphometry.  Calcein staining was performed to dstermine the bone formation rate in vho.
Therefore, mice recetved intrapertioneal njections of clcsin (20 mg'ky, Syma, Germany) 5 and 2 days before
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sacrifice. Afier fixaiton with 4% PBS-buffered paraformaldehyde tihias were dehydrated i an ethanol series with
WMM(TMBIMWMG“MImewM

bomes, were thes cut tnto 7 um slicas. Utilixing fucrescence microscapy, boae Sormatton parameters such

as the mineralized surface, mineral apposition rate, and hone formation rate were evaluated & the proximal tibea.

T assess the mumber of nstecblasts, ostendasts, and osteocytes, tartrate.-resistant ackd phosphatase [TRAP)-
was od oo 2 pm thidk, -emmbedded slices of the distal femur. international

nndn&.m Ompahm i fOIeoMm'!u.m MMLMWMMMWF‘W

histomorphometric data.

Serum analysis.  Blocd was taken via heart puncture of anaesthettzed mice and serum was collected after
15 min centrifugation at 400 g. The concentration of type | procollagen amine-termimal-propeptide (PINFP)
as bone formation marker, C-termimal tedopeptide {CTX) as bone resorptton marker, Decidoopd-1 { Dk 1) and
sclerostin were determined estng ELISA following the manufacturer’s peotocol (PINF and CTX: -

nostic Systems, Frankfurt am Main; Dik1- RED Systems, USA; Sderoatin: Alpon, USA). Serum used in
sclercatin immuncassays were diluted 1:3. A mouse TRAP kit was usad 1o determine the serum of tartrate-
resistant acid phosphatase Sb [TRACP 58} acconding to the manufacturer’s protocol {Immundiagnostic Systems
Limtted, Boldoa).

intraperitoneal glucose tolerance test. At an age of 16 weeks, right belfore sacrificing the mice, a glu-
mmmmmmmmwhlshﬂmmynmnkﬂdm
were measursd. Afterwands D ghocose (2 g'kg body welght) was administered via intraperitoneal Bﬁm

bloed glucoss levels were detected after 15, 30, 50, 120 and 180 mis using 2 glucometer (ACCU Aviva
III; Roche Diabetes Care, Mannhetm, Germany). Blood samples wers taken from the tail vein at indicated times.

Statistical analysis. Results are shown as means ¢ standard deviation or as individual dots with the mean
indicated as a hortzontal line. Mouse cohorts were compared by calculating percentages based oo mean differ-
ences within the gemotypes. Two-way ANOVA with Boaferront's ad hoc tests were performed to evaluate stattsti-
cal significance. P-values below 1L05 were considersd statistically sgnifican.

omeogencom-ddenmdosmtalwnnabo&mnnw Knock-down of Dik1
in boos Ussue was first validated by gPCR. Cre-posttive animals in the control and the STZ-trested groups
showed a strong reduction of Didl mENA expression (- 82% tn nos-dizbetic Crer mice [povalue: 0.041], - 91%
in Cree disbetic mice [p-value: 0.048), compared o their respecttve Cre- ittermates). To determine i osten-

deletion of Dik! impadts oa the development of T1 DM, ail animals wese weighed twice 3 week and blood
gkmbﬂmmhnbwnmu 1B, Dikk1-kmockout tn Dmpl -cre-expressing cells did not influ-
ence weight development of diabetic or normoglycemic mice. This was also reflecied In the weight of subcatane.
ous and perigonadal &t pads, which was simtiar in Cre-postitve and Cre-negattve mice (Fig. ¢, d). Furthermore,
Cre positivity did not protect from hyperghycemia, since twododd Increased blood glucose levels were Sound tn
diabetic mice comparad to non-diabetic controls in both genotypes (Fig. 1e). Mosesover, all STZ-tnjected mice
showed impatred glucose tolerance regardiess of osteogenic Dkki expeesston [Fig. (). Thes, Dk dertved from
late ostecbiasts and ostencytes does not play a major rode tn T1DM pathophysiology

Lack of Dik1 in osteoblasts and osteocytes mitigates TADM-induced bone loss.  To investigate
the dagree of bome protection provided by knodkdows of Dkki in ostecbiasts and osteocytes tn T1IDM mice,

abyacs. Al Dkk! knckout mice showed a nificantly higher basehine bone mass, while
"m"‘...:."a‘“ ;umm'zmm{mmmmomm

quupedmm"hl{}mmm&ya 16% loss of bome volume as compared to

-36% im Cre- mice {Fyg, 2a). Pusthermore, Cre- diabettc mice displayed a decrease in trabecular nusnber, thick-

mess, and separation to(.‘.tr—hmnboh.-haumo or lesser distimct ditferences within these
were betwesn

parametars
mgﬁnmnmmum mwntuhmnmmmmm
to completely abolish reduction of cortical bone i Tt

Dﬂlddﬂmno@eo&cucdsdosmtwmﬁunnmuﬂwednhm#mm-
mation.  To investigate the mechanisms why bome loss was mattgated m Dkk1 conditional knockout mice, we
further amalyzed bane formation parameters using histomorphometry and serum bone turnover markers. All
mice lacking Dkl in late osteoblasts/ostencytes displayed devated PINP levels and a higher bone formation
rate than their wildtype Ittermates (Fig. 33-c). However, these parameters as well as the number of osteoblasts
were decreased to an almost simifflar extent tn both diabetic groups (Pig, 3a-<). Blood levels of the Wit inhibttors
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Figure 2. Deldetion of Dl im ostecblasts and osteocytes bone Joss duees to TIDM. (a) Trabecular
bone volsme per total volume (BV/TV, (b} trabecular number (Th.N), (c) trabecular thackness {Th.Th), and
{d) trabecular separation {Th.Sp} of the distal femur of male Dk ;Dmp1 -cre positive and negative mice with
and without TIDM. (&) Cortical thickness ('t Thi of the femoral midshat and (f) cortscal tissue mineral density
{TMD), (g} cross-sactional total area (TA), (h) cross sectional bome arez (BAJ, (i) maxtmum moment of inertla
{Imax}, {j} minimom moment of inertsa (Imin). Each dot indicates an individual mouse N = 11-12 per group.
Two-way ANOVA with Bonferrond post-boc test. *p <05, “*p<0.01, ***p <0001 vs. Ctrk: ™p <001, "™p <0.001
comparing Ctri and STZ Cre— mice with their corresponding Cre+ Iittermages.

Dk and sclerostin were increased im both dabetic groups

3d,£), which may explain why csteogenic Dik1
ﬁmmwm&mmmﬂl‘[ = why

W¢Mmm4mc¢mmmmmm
resorption.  Imcontrast o hone mmummmmm
increased serum levels in STZ-treated mice of both genctypes {Fig. 4a). Furthermore, STZ treatment increased
serum levels of TRACP 5b in Cre- mice, while no ditference was observed tn Cre+ mice (Fig. 4b). Stmalar resalts
were obtaimed at level, with Cre- controls 35% more osteodasts than Cre+controls and
STZ increasing the of osteodasts tn Cre- mice by 37%, whereas Cre+ mice showed no
significant induction of osteodasts (Fig. 4c). Thus, except for CTX, T1DM-induced changes tn bone resorption
parameters were mitigated by osteogenic Dick defictency.

impaired bone regeneration in TLDM is not mediated by Dkk1. Fimally, we assessed the impact of
Dk kmockout I kate ostenblasts/osteocytes on bone defect healing, as fracture healing is frequently tmpatred
hpmwhdhbda.n:dvandbmcd:fcdﬂudlonbﬂ tnto the function of osteoblasts

and osteodasts during hdn%'m factors sach as the callus and scatfold that
mmftxfmhﬂu defect was craated in the calvaria and healing was
asessed after ¢ weeks using

pCT. The largest defiect area was found in diabetsc Cre— mice (Fig. 5a). This area
was Increased by 17% as compared to thetr sormogiycemic controks. Cre+ coatrol mice had the smallest defact
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Bigure 5. Bome defect healing in diabetic muice with an osteocyte-spectic Dick1-knodkout. () Four weeks affer
a hole of L8 mm in diameter was drilled in paristal bone of male mice, the stee of bone defects in mm? was

by pCT zmalyses. (b} Representative images of each group are depicted above. Each dot indicates an
individual mouse. N = 8- 10 per group. Two-way ANOVA with Bonferrond post-hoc test. *p <05, **p <001 vs.

Cirk ™p <001, *™p < 0.001 comparing Cirl and ST Cre— mice with their corresponding Cre+ littermates.

area as seen In the representative pCT tmages (Fig. 5b) and as quantified in Pig. 5a. However, diabetsc Cre+ mice
showed smilarty impatred bone defiact healing as diabettc Cre— mice, with an increase in the defect area by 16%.
In Hine with the Jow bone formation rates in diabetic Cres mice, 2t appears that defect healing cannot be rescued

by deleting Dkk I in osteogenic celis.
Discussion
T1DM atfects roughly 1 24 million people in the US™ and severely tmpairs bone strength by reductng bone for-
matton and increasing bose rasorption rates™ . However, mechanistic details are not fully sluctdated, but are
required to develop targeted therapies to prevest bone loss and assoctated fractures. Previows stodles indicate
that Dikk1 serum levels are increased in children and adolescents with T1DM and also in skeletal tisswe of mice
with T1DM ™. Thas, this paper atmed to clartfy the boe protecting capacity of enhancing local Wit signalling
by out Dkk1 tn osteocytes and late ostecblasts.
Jevels of DX in the serum of T1DM mice, deletton of osteogenic Dkl did not atfect weight

development, fat distribution or glucose tolerance tn diabetsc mice. This ts in line with oar previous study in a
high-fat diet modd, i which lack of osteogenic Dkk1 also did not affect metabolic parameters™. Thus, these
data mxmmdmwmmwmdmwumum
way to glucose

In contrast to glucoss metabolism, deetion of osteogentc Dk partially preventad T1DM- indaced trabecular
booe Joss and completely prevented cortical bone loss. T1DM 15 known to redoce bone quantity and further-
more suppress the Wnt/B-catentn pathway'*'* "% Our resuds are consistent with another study postalating
differential etfects of f-catenin overexpression In mice with TIDM on trabecudar and cortical bome™. Similar
o our study, Wnt activation caly ameiorsted cortical, but not trabecular bose boss indoced by TIDM, an effect
the authors proposed to be dependent on diferential Wntis expression.

the mechanisms of preserved bome mass, our data aligns with varioas publications
mmw&m-mmmw.wuwnm
penic Dkl dedetion, which is known to increase total bone volume and bowe formation parameters™ ™, could
counteract these STZ- induced changes. Surprisingly, diabetic mics with osteogenic Dick1 deficiency were mot
peotected from decreased bone formation parametess, indicating the inabilsty of local Dkl deletion to protect
osteoblasts from tmpatred differentiation™ and increasad apoptosts in T1DMT. Thas implies the possibility of
systemic Dkl and/or sderostin in suppressing bone formation in T1DM despate Jow levels of local Dikl. Both
parameters were Increased in diabetic mice regardiess of genotype. Currently, it is unknown which call types
contribute to the Increased systemic levels of Dik in T1DM, even in mice with reduced Dkkl expression in
osteogenic cells. Adipocytes in the bome marrow may constitute a source of Dk, as they have been shown to
express Dkl and their numbers increase in T1DM, thereby further altering bone homeostasis and providing
a protnflammatory emvircament™ . As for sclerstin, levels were also slevated by osteogenic Dkkl-knocknet
under steady state conditions, leading to peak levels within the diabetic knockout In sum this supports
current Iterature stating ik and sderostin are devated in type | dabetic and further provides
evidence for the intertwinad compensatory circutts of the two Wat inbtbstors™ - Accordingy, an approach
blodking D! as well as sclerostin might be the most effective strategy to counteract bone loss in cases of severe

csteoporosts.
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Owr key finding revolves around the osteoblast-mediated inhibetion of bome resorption in diabetic Cres mice,
which seems to be the most essential contributor 1o bone protection. While various studies suggest low or normal
home resorption rates in individeals with T DM 4% 1 the STZ mouse modd, most studies report increased
bone rates™ **_ Parther, Coe et al. showed attenuated bome loss in disbetic mice under slendronate

“The topic remains costroverstal, as they highlight the of bisphosphonates (o prevent osteo-
Hﬂﬂmmu&rh&ewd “.Hamaholnauedu&:hn';&

parameters
the latter, STZ imduced an devation in ostenclast activity and osteodast numbers i Cre- mice, indicating a
major role of Increased bone resorption tn dizhetic bone loss. However, Qrfmmhlgd\‘ptmdﬁn-
this effect. . serum CTX did not refiect the histological tncrease in osteodast numbers, stmilar to our
fndings in healthy :Mmmummmmmmm
. Inhibitson of Dkk 1 has already been associated with suppressed bone resorption. Antthody-medtated
Dick! inbibation resulted tn decreased nsteochist formatton in mice with arthritis and multiple mpeoma ™. This
was maindy due to increased levels of the Wt target osteaprotegerin In ostecbiasts, which suppress
Stmifar decreases of RANKL/OPG and ostecclastogenests wese found 1n Didk ] -deficent mice
durtng state® and after Dk} antisense treatment in ovariectomized mice™. Also, in this study, osteogenic
Dkk1 deletion was suficient to suppeess the T1DM-inducad increase in osteoclast numbers highlighting the
of Dkki tn regulating osteodast rather than osteoblast functton.

Finally, as T1IDM uhonnamrboneddmbahng’” | we bvestigated the role of Dik1 therein. Dia-
betes significantly impatred bome healing in both DickI-deficient and wildtype mice, suggesting that Dick1
does not play 2 prominent role in bone defiact healing. As bone defect healing relies on acttve bone formatios, yet,
osteogenic Dkk | deficiency was not able to overcome the T1DM-induced suppression of bone formation of the
spine or thia, we believe that this ns why booe defect was not improved by lack of Dikl. However,
it showld be noted that blocking Dkk 1 with antodies improved and femoral fractisre healing i mice dise
to activated §-catenin signalling ™', One major difference {5 that we crested 2 bone defiact tn the cabvartal bone,

processes
vs. endochondral ossthcation). Further studies are necessary to these discrepant results.

Owr study has Bmitatioss. This indudes the model chosen to mimic T1DM. Although the low-dose treatment
regtmen with STZ is 3 common approach, the effect of STZ s encrmoudy dependent om the dose, time and route
of ingection™. In addition, doe 1o the fact that female mice do not develop ovest TIDM after STZ injaction, we
ongm the effiects of T1DM in male mice. Pinally, based oo this study, it sezms plaustble that treatment

blocking strategies may improve bone mass in patients with T1DM. However, due 1o its lack of effact
mmmmmuacmuymwmmwnm
it may be moee effective to block both Wit inhibitors stmultanscushy

Iz sum, this stady shows that Dkk1 from D'mp1 -expressing cells contributes to T1 DM-indaced bone Joss
maindy by increasing bone resorption. This mechantsm appears to be more critical i cortical than trabecudar
bo.e.andmmnlfwbonemm&mdmﬂbmddubdlq

Data availability
No large datasets were generated or analysed durtag this stady. All other datasets analysed durtng this study are
avatlable from the corresponding author on reasonable reqoest.
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Conclusdo Geral



Conclusao Geral

Podemos concluir que a via Wnt exerce papel no reparo 6sseo. A delecéo
de Dkk-1, um antagonista da via Wnt, em animais submetidos ao modelo de defeito
de calvaria induziu reparo do tecido 6sseo. Entretanto foi possivel observar que o
Dkk-1 derivado de ostedcitos foi mais importante neste processo por estimular a
remodelacdo O0ssea bem como o aumento no numero e funcdo de osteoblastos.
Durante a diabetes do tipo 1, a delecdo de Dkk-1 osteocitico contribui para a perda
O0ssea induzida aumentando o processo de reabsorcdo especialmente no 0SSO
cortical. Por outro lado, Dkk-1 derivado de ostedcitos néo influencia o
desenvolvimento de T1DM, nem medeia o reparo 6ssea apos defeito de calvaria,
durante a TIDM.
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Liad
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Centificamos que a propasta intitulada "AVAUACAD DOS ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DO REPARO OSSEQ EM DEFEITO OSSEO
SUBCRITICO NA CALVARIA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS: PARTICIPACAO DA VIA WNT", protocolada sob o CEUA r@ 6010060218
1o coo144), S0b & responsabilidade de Renata Ferreira de Carvalho Leitdo - que envolve a produgio, manutencio elou utilizagso
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