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Resumo 

O tecido ósseo é extremamente complexo e regulado por fatores sistêmicos e locais, 

apresentando considerável atividade metabólica que envolve a remoção do osso 

mineralizado pelos osteoclastos, seguida pela formação da matriz óssea pelos 

osteoblastos. A associação de triiodotironina (T3) e estrógeno (E2) pode levar a uma 

resposta complexa à atividade do tecido ósseo sendo que o T3 possui efeito tanto sobre 

a reabsorção como na formação óssea e o E2, em baixo nível, pode levar a osteoporose 

e no estado normal garante a supressão de citocinas, a partir do sistema RANKL, OPG e 

c-Fos, que participam ativamente no remodelamento ósseo. Dessa forma, muitos 

estudos têm sido realizados com o objetivo de verificar a ação hormonal sobre o 

metabolismo ósseo. Entre essas pesquisas, têm sido isoladas células-tronco 

mesenquimais (CTMs) a partir do tecido adiposo humano e diferenciadas em 

osteoblastos. Baseado nisso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito do T3 e E2 

nas concentrações infrafisiológica (T3I/ 10-10M e E2I/ 10-9M); fisiológicas (T3F/10-9M 

e E2F/10-8M) e suprafisiológicas (T3S/10-8M) separadamente e em diferentes 

associações de T3I (T3I+E2I e T3I+E2F); T3F (T3F+E2I e T3F+E2F) e T3S (T3S+E2I 

e T3S + E2F) e diferentes associações de E2I (E2I+T3I e E2I+T3F e E2I+T3S); E2F 

(E2F+T3I e E2F+T3F e E2F+T3S) sobre a expressão gênica e proteica de RANKL, 

OPG e c-FOS. Quando associados, a maioria desses hormônios aumentou os níveis 

gênicos da célula estudada. Em conclusão, podemos afirmar que as doses analisadas de 

T3 e E2, foram capazes de aumentar os níveis gênicos e a síntese proteica de RANKL, 

OPG e c-FOS e que principalmente nas associações foi eficaz para aumentar a 

expressão gênica desses genes. 

Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; Estrógeno; RANKL; 

OPG e c-FOS e osteoblasto.  



 

 

 

Abstract 

Bone tissue is extremely complex and is regulated by systemic and local factors, 

presenting a considerable metabolic activity involving the removal of mineralized bone 

by osteoclasts in balance with the formation of bone matrix by osteoblasts. The 

association of triiodothyronine (T3) and estrogen (E2) may lead the activity of bone 

tissue to complex responses, due to T3 effects on both bone formation and reabsorption, 

and E2 being able to lead to osteoporosis when at low levels, or, at normal levels, 

maintain the suppression of the cytokines RANKL, OPG, and c-FOS, which take part 

actively on bone remodeling. To date, many studies have been done to verify hormone 

actions on bone metabolism. Among them, mesenchymal stem cells (MSC) have been 

isolated from human adipose tissue and differentiated into osteoblasts. The aim of our 

study was to evaluate the effect of both T3 and E2 on RANKL, OPG, and c-FOS gene 

and protein expression, at infra- (T3I, 10-10M; E2I, 10-9M), physiological (T3F, 10-9M; 

E2F, 10-8M) supra- (T3S, 10-8M) and doses. Cells were treated with hormones 

separately or in all possible combinations of T3 and E2 doses. The majority of 

associated treatments increased gene expression levels of all genes. We can state that 

the doses included in this study, of both hormones, efficiently increase the expression of 

the analyzed genes, especially when associated. 

Key-words: Mesenchymal stem cells; Triiodothyronine; Estrogen; RANKL; OPG; c-

FOS; osteoblast. 
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Introdução 

O osso é um tecido que tem o poder de regenerar e reparar-se constantemente ao 

longo de toda a vida. Esse processo designado remodelação óssea permite a reparação 

de ossos antigos e danificados. Dessa forma, células especializadas como os 

osteoclastos que removem a matriz mineralizada e osteoblastos que depositam nova 

matriz óssea, trabalham em conjunto durante este processo [1].  

Os osteoblastos regulam diretamente a síntese e mineralização da matriz óssea 

por meio do seu próprio mecanismo de ação. Além disso, a reabsorção óssea é 

indiretamente controlada por essas células por meio de fatores parácrinos que atuam nos 

osteoclastos. Por exemplo, a liberação do ligante do receptor ativador do fator nuclear 

kappa β (RANKL) pelos osteoblastos inicia a reabsorção óssea, por meio da ligação ao 

receptor ativador do fator nuclear kappa β (RANK) presente na superfície de 

precursores de osteoclastos [2]. Ainda nesse processo de remodelação, a 

osteoprotegerina (OPG) produzida pelos osteoblastos é um receptor que se liga ao 

RANKL competindo com o RANK inibindo a diferenciação e o processo de reabsorção 

pelos osteoclastos in vitro e in vivo [3]. A quantidade de OPG produzida regula a massa 

óssea e com a elevada produção dessa proteína faz com que o RANKL esteja menos 

disponível para ligacão com o RANK, favorecendo assim o aumento da massa óssea. 

Menores concentrações de OPG resultam em maior disponibilidade de RANKL para a 

ligação com RANK, contribuindo para maior reabsorção e diminuição da massa óssea 

[4]. Desse modo, acredita-se que a OPG possa ter efeito protetor sobre o osso. 

Outro fator secretado pelos osteoblastos, que participa da remodelação, é a 

proteína c-Fos que, quando elevada, favorece a maturação e proliferação dos 

osteoblastos in vitro [5]. Essa proteína tem ação importante tanto nos osteoblastos como 
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nos osteclastos, porém, ainda não é totalmente elucidado a função de c-Fos nos 

diferentes processos de remodelação óssea [6].    

Fatores sistêmicos como hormônio tireoidiano e estrógeno atuam no tecido 

ósseo, tanto no processo de reabsorção como na formação óssea. Assim, no organismo, 

esses hormônios interagem com os fatores locais da remodelação para manter a 

integridade do esqueleto. Entretanto, não é totalmente esclarecido como esses 

hormônios atuam nas células ósseas apesar de algumas vias serem conhecidas [7].  

 

1.1 Osteoblastos derivados de células-tronco mesenquimais 

Nos últimos anos testemunhamos grande avanço no campo da biologia do tecido 

ósseo. A observação científica sobre esse tecido evoluiu de forma particularmente 

interessante, com o mesmo passando a ser considerado um órgão extremamente 

complexo, regulado por uma série de fatores sistêmicos e locais [8]. Nesse sentido, uma 

série de descobertas fundamentais tem contribuído para melhor entendimento da 

biologia óssea, dentre os quais podemos destacar a identificação de receptores para 

hormônios sexuais na membrana das células ósseas [9,10]; a identificação de linhagens 

de células-tronco mesenquimais (CTMs) a partir do tecido adiposo (TA) e sua 

diferenciação em osteoblastos [11,12] e a indução à osteoclastogênese a partir do 

sistema OPG/RANKL/RANK [13]. 

Frente a isso, alguns estudos mostram que o TA, que é derivado do mesênquima, 

contém um estroma que pode ser isolado. Esse tecido representa fonte considerável de 

células-tronco (CT) com potencial de múltiplas linhagens. Estas células, chamadas de 

CT multipotentes derivadas de adipócitos, foram estabelecidas em cultura e mantiveram 

suas características ao longo de várias passagens [14]; além disso, podem se diferenciar, 

in vitro, em adipócitos, condroblastos e osteoblastos [15].  
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Sabe-se que, após o processo de diferenciação osteogênica, os osteoblastos 

desempenham importante papel na formação e na manutenção do sistema esquelético, 

não apenas por sintetizar a matriz óssea, mas por exercer importante controle na 

atividade dos osteoclastos [16]. A diferenciação dos osteoclastos, células responsáveis 

pela reabsorção óssea, ocorre a partir de progenitores hematopoéticos, processo 

conhecido como osteoclastogênese. Conforme anteriormente explicitado, essas células 

mantém uma estreita relação, objetivando a manutenção da massa óssea. Dessa forma, 

após a remoção do osso mineralizado pelos osteoclastos, ocorre a formação pelo 

osteoblastos [17], processo conhecido como remodelação óssea.  

 

1.2 Ação da via OPG/RANK/RANKL  

Um importante estimulador da osteoclastogênese é a via OPG/RANK/RANKL. 

RANKL é produzido por precursores de osteoblastos e pode ser liberado na matriz 

óssea ou permanecer na membrana dessas células. Já o RANK está presente em 

precursores osteoclásticos que, ao se ligar com RANKL, ativa a diferenciação dos 

precursores à osteoclastos maduros. A osteoprotegerina (OPG), uma proteína homóloga 

aos membros da superfamília de receptores do TNF, atua como um inibidor solúvel da 

ativação dos osteoclastos, ligando-se ao RANKL e impedindo a maturação dessas 

células [18]. 
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Figura 1. Sistema RANKL/RANKL/OPG: Osteoblastos regulam a diferenciação dos osteoclastos. A 

ligação RANKL/RANK ativa a diferenciação e maturação dos osteoclastos. A OPG liga-se ao RANKL e 

impede a ligação RANKL/ RANK e consequantemente a maturação dos osteoclastos e a reabsorção 

óssea. Adaptada de Na Kyung Lee, 2010 [19]. 

 

1.2.1 Interação do fator de transcrição c-Fos na via OPG/RANK/RANKL  

O c-Fos, um componente da proteína ativadora 1 (AP-1) é um importante fator 

de transcrição para a osteoclastogênese [20]. A deficiência deste componente pode levar 

a osteopetrose grave, secundária a falta de osteoclastos maduros, visto que o mesmo é 

necessário para a diferenciação dos macrófagos em osteoclastos. Por outro lado, a 

superexpressão de c-Fos pode induzir ao osteossarcoma e/ou a osteoesclerose que são 

caracterizadas pelo aumento da massa óssea devido à maior diferenciação dos 

osteoblastos [21]. Nicholls et al [22] relatam que ele desenvolve importante função na  
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osteoclastogênese como parte da ativação da via RANKL.  Porém, ainda há divergência 

quanto ao seu real efeito na manutenção do estado de diferenciação de osteoclastos [20].  

 

1.3 Papel do hormônio Tireoidiano no remodelamento ósseo 

As ações do hormônio triiodotironina (T3) no osso são complexas e apenas 

parcialmente compreendidas. Sabe-se que o T3 age por meio de vias diretas e indiretas, 

durante todas as fases do ciclo do remodelamento ósseo e possui efeito tanto sobre a 

reabsorção como sobre a formação óssea sendo, portanto, importante para a manutenção 

da integridade do esqueleto. Além disso, o hormônio aumenta a expressão do mRNA do 

RANKL em células pré-osteoblásticas, ativando a osteoclastogênese [23]. 

A interação da atividade dos osteoblastos com osteoclastos, definido como 

remodelamento ósseo, diminui na vida adulta. Esse fato pode se agravar com a 

ocorrência do hipotireoidismo [24], predispondo ao retardo neste remodelamento, 

principalmente na fase de mineralização [25]. Já no hipertiroidismo, ocorre um aumento 

na atividade osteoblástica e osteoclástica com predomínio de reabsorção óssea, 

representando fator de risco para a osteoporose [26]. 

Contudo, alguns estudos relatam que a reabsorção óssea osteoclástica estimulada 

pelo T3 ocorre somente na presença de co-culturas de osteoblastos [27,28] indicando 

que o alvo primário da ação do T3 é osteoblastos. Isto indica uma possível interação 

com o RANKL para que o processo de diferenciação induzida pelo hormônio ocorra. 

Entretanto, Kanatani et al. [28] observaram que T3 estimulou a diferenciação 

osteoclástica de maneira dose-dependente, aumentando a OPG, mas não a expressão do 

RANKL, sugerindo que o efeito estimulatório do T3 na formação de osteoclastos não 

foi mediado pelo sistema RANKL/OPG.  
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Outros fatores, como c-Fos e prostaglandina E2 (PGE2) poderiam regular a 

diferenciação osteoclástica independentemente do sistema RANK/RANKL. Embora o 

hormônio tireoidiano aumente a atividade de osteoblastos e osteoclastos in vivo e em 

cultura de células, pouco é conhecido sobre seus efeitos na transcrição de genes alvo 

nestas células [7]. 

 

1.4 Papel do Estrógeno na remodelação óssea 

  Devido às suas múltiplas funções, os osteoblastos e osteoclastos estão sob 

controle rigoroso de hormônios, dentre eles o estradiol (E2) [29]. Esse hormônio pode 

tanto estimular como inibir a proliferação de osteoblastos, e também exercer importante 

influência nos osteoclastos. A diminuição do E2 estimula a osteoclastogênese, o que 

ocorreria via mediação osteoblástica e seria dependente da presença de receptores para 

interleucina-6 (IL-6) nessas células [30]. O E2 se liga aos osteoblastos induzindo-os a 

aumentar a produção de OPG e suprimir a produção de RANKL – uma combinação de 

sinais que impede a formação de osteoclastos, mantendo o controle sobre a perda óssea 

[31,32].  

A diminuição do E2 é o fator responsável pela gênese da osteoporose após a 

menopausa, por interferir na atividade metabólica óssea, acelerando o ciclo de 

remodelação com perda óssea intensa [33]. Porém, apesar do E2 poder diminuir a 

osteoclastogênese [32]. Existem evidências sugerindo que o declínio da função ovariana 

após a menopausa, com declínio de E2, estaria associado com o aumento espontâneo de 

proteínas como RANKL e OPG [34].  

Considerando as possíveis repercussões ósseas das alterações nas concentrações 

tanto do T3 como do E2 e a presença de pontos não elucidados nessa fisiopatologia, o 

presente estudo pretendeu avaliar em osteoblastos, a expressão gênica e proteica de 
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fatores locais envolvidos na remodelação óssea e que poderiam induzir a 

osteoclastogênese, na presença e ausência de T3 e E2. Esse estudo resultou em três 

manuscritos, os quais se encontram expostos ao longo dessa tese.     
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Conclusão  

A técnica aplicada permitiu o cultivo e caracterização das CTMs. A 

diferenciação osteoblástica a partir de agentes osteoindutivos e a comprovação da 

existência de osteoblastos foi conseguida pelos métodos aplicados. Essa metodologia foi 

adequadamente caracterizada e serviu como base a para analisar o efeito das diferentes 

concentrações de T3 e E2 e suas associações sobre a expressão gênica e proteica de 

Rankl, OPG e c-Fos.  

As concentrações de T3 estimularam o aumento da expressão gênica e proteica 

de RANKL e OPG e diminuiu progressivamente os níveis de mRNA e proteína de c-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4812594/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4812594/
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Fos. Entre as associações de T3 e E2 foi demonstrado que potencializaram a expressão 

gênica de RANKL, OPG e c-Fos. Na associação de T3S10-8M e/ou E2I/10-10M e/ou 

E2F/10-9M foi observado que a interação RANKL/ OPG tem função primordial no 

controle da remodelação óssea. 

A dose de E2 administrada ao grupo E2F elevou os níveis de RANKL, OPG e c-

Fos em relação ao C, porém a expressão de RANKL mostrou-se aumentada no grupo 

E2I enquanto a expressão de OPG estava diminuída e não causou nenhum efeito sobre 

c-Fos. Ao associar o T3 aos tratamentos de E2, observamos que a presença de T3 

aumenta os níveis gênicos de RANKL, OPG e c-FOS quando comparados aos grupos  

E2I ou E2F. 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

88 

 

 

  


