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“Nós não vemos o que vemos, nós vemos o que somos. Só veem as 

belezas do mundo, aqueles que têm belezas dentro de si.” 

 

Rubem Alves
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Resumo



Resumo 2 

  A regulação da remodelação óssea ocorre por meio de fatores locais e sistêmicos. 

Entre os fatores locais estão as citocinas: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand 

(RANKL), presente nos osteoblastos, e Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK), 

presente nos osteoclastos, além de outras citocinas como o Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) 

que podem agir no processo de deposição e/ou reabsorção óssea in vivo. Entre os fatores sistêmicos 

que participam da remodelação óssea estão os hormônios estrógeno (E2) e triiodotironina (T3). O 

objetivo do trabalho foi verificar a ação do E2, infrafisiológico (simulando a menopausa) e 

T3, suprafisiológico (simulando hipertireoidismo) em osteoblastos humanos derivados de células 

troncos mesenquimais (CTMs) na síntese proteica de RANKL e TNF-α. Os osteoblastos foram 

incubados por 72 horas na presença de E2 em dose fisiológica (E2F/10
-8
M) 

e infrafisiológica (E2I/10
-9
M), e T3 em dose fisiológica (T3F/10

-9
M) e suprafisiológica (T3S/10

-8
M), 

e quantificada a matriz mineralizada óssea e a síntese proteica de RANKL e TNF-α por 

Western Blot. A análise estatística dos dados foi realizada pelo teste de variância ANOVA 

complementada pelo teste de Tukey, sendo o nível de significância considerado p<0,05. O 

tratamento de E2 em dose E2F (1,96± 0,48; p<0,05) e E2I (3,18±0,31; p<0,001) elevou a síntese 

proteica de RANKL comparado ao controle (C) (1,00±0,32), e de TNF-α em dose de E2F 

(3,61±0,45; p<0,05) e E2I (2,45±0,07; p<0,05) também aumentou em relação ao C (1,13±0,19).  

Assim como o E2, o T3 elevou os níveis proteicos de RANKL em T3F (1,18±0,10; p<0,05) e 

T3S (1,14±0,004; p<0,05) comparado ao controle (1,00±0,02), porém, TNF-α diminui em dose 

de T3S (0,82±0,09; p<0,05) relacionado ao T3F (1,00±0,09) e C (0,99±0,04). Com isso, E2I diminuiu 

a matriz mineralizada óssea e aumentou a síntese de ambas as proteínas estudadas, o que nos leva a 

especulação de que a reabsorção óssea observada na menopausa seja via RANKL e TNF-α. Por 

outro lado, na mimetização de hipertireoidismo com o T3S, observamos diminuição da matriz 

mineralizada óssea, supressão da síntese proteica de TNF-α e aumento de RANKL, o que nos leva a 

inferir que o mecanismo de reabsorção óssea no hipertireoidismo seja via RANKL. 



Resumo 3 

Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; Estrógeno; RANKL; TNF-α e 

osteoblastos. 
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Abstract 4 

  The regulation of bone remodeling is intermediated by local and systemic factors. 

The cytokines are among the local factors: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand 

(RANKL), present in osteoblasts, and Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK), 

present in osteoclasts, in addition to other cytokines such as Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) 

that can act in the process of bone deposition and/or resorption in vivo. Hormones are among the 

systemic factors involved in bone remodeling, estrogen (E2) and triiodothyronine (T3). The aim of 

the study was to verify the action of E2, infraphysiological (simulating menopause) and T3, 

supraphysiological (simulating hyperthyroidism) in human osteoblasts derived from mesenchymal 

stem cells (CTMs) in the protein synthesis of RANKL and TNF-α. Osteoblasts were incubated 

during 72 hours in the presence of E2 at physiological dose (E2F/10
-8
M) and infraphysiological   

(E2I/10
-9
M), and T3 at physiological (T3F/10

-9
M) and supraphysiological (T3S/10

-8
M) and 

quantified the bone mineralized matrix and the protein synthesis of RANKL and TNF-α by 

Western Blot. Statistical analysis of the data was performed by the ANOVA variance test 

complemented by the Tukey test, and the significance level was considered p<0.05. The treatment of 

E2F in E2F dose (1.96 ± 0.48, p<0.05) and E2I (3.18 ± 0.31; p <0.001) increased RANKL protein 

synthesis compared to control (C) (1.00 ± 0.32), and TNF-α in the dose of E2F (3.61 ± 0.45;           

p<0.05) and E2I (2.45 ± 0.07; p <0.05) also increased in relation to C (1.13 ± 0.19). As with E2, T3 

increased RANKL protein levels in T3F (1.18 ± 0.10, p <0.05) and T3S (1.14 ± 0.004; p <0.05) 

compared to control (1 , 00 ± 0.02), but TNF-α decreased in dose T3S (0.82 ± 0.09; p <0.05) related 

to T3F (1.00 ± 0.09) and C (0, 99 ± 0.04). Thus, E2I decreased the bone mineralized matrix and 

increased the synthesis of both proteins studied which leads to speculation that bone resorption 

observed at menopause by RANKL and TNF-α pathway. On the other hand, in the mimicry of 

hyperthyroidism with T3S, we observed a reduction of the bone mineralized matrix, suppression of 

TNF-α protein synthesis and increase of RANKL, which leads us to infer that the mechanism of 

action for bone resorption in hyperthyroidism is by RANKL. 
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Keywords: Mesenchymal stem cells; Triiodothyronine; Estrogen; RANKL; TNF-α and 

osteoblasts. 
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 O tecido ósseo apresenta uma considerável atividade metabólica que mantém sua 

contínua remodelação, envolvendo a remoção de osso mineralizado pelos osteoclastos, seguido pela 

formação de matriz óssea pelos osteoblastos [1]. Os osteoblastos são derivados de células-tronco 

mesenquimais (CTMs) e os osteoclastos têm origem da diferenciação de seus precursores a partir de 

progenitores hematopoiéticos, continuando sua evolução até osteoclastos maduros, processo 

conhecido como osteoclastogênese [2]. Após o processo de diferenciação, os osteoblastos 

desempenham 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 [3]. A regulação 

da remodelação óssea ocorre por meio de fatores locais e sistêmicos, que exercem seus efeitos sobre 

a replicação de células indiferenciadas, no recrutamento e na função das células ósseas [4]. Os 

principais reguladores sistêmicos envolvidos na regulação da remodelação óssea incluem o 

hormônio da paratireoide (PTH), calcitriol, hormônio do crescimento, glicocorticoides, hormônios 

tireoidianos (HTs) e hormônios sexuais [5]. Fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs), 

prostaglandinas, fator de transformação do crescimento beta (TGF-β), proteínas ósseas 

morfogenéticas (BMPs) e citocinas também estão envolvidos neste processo [6]. A associação entre 

o status tireoidiano e o risco de desenvolver osteoporose é comprovada demonstrando que o 

hipertireoidismo não tratado diminui a densidade mineral óssea [7, 8] e aumenta o risco de fraturas 

[9], uma consequência provável do efeito estimulatório dos HTs e do turnover mineral nesse tecido 

[10]. Além disso, é comprovado que os baixos níveis de estrógeno (E2) da menopausa induzem a 

8 
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osteoporose [11]. Entre os fatores locais que participam dessa regulação estão as citocinas do sistema 

Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B (RANK) e Receptor Activator of Nuclear Factor 

Kappa B Ligand (RANKL) que mostram o processo de reabsorção e formação acoplados, tendo 

como objetivo manter a integridade esquelética [1]. Esses receptores, RANK/RANKL, mudam a 

expressão dos genes e têm auxiliado a esclarecer o padrão de sinalização entre células estromais e 

osteoclastos, sendoe a interação entre eles tem um papel importante na promoção da diferenciação e 

ativação osteoclástica [12]. O RANKL é produzido por precursores de osteoblastos e liberado na 

matriz óssea ou permanecendo na membrana dessas células [13]. Já o RANK é um receptor 

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

precursores à osteoclastos maduros e estimula a osteoclastogênese [14], assim, esta interação 

propicia a reabsorção óssea. Por outro lado, a deficiência do RANKL leva a osteoporose [15] (Figura 

1). 

 

Figura 1. Esquema geral do sistema RANK/RANKL. RANKL presente no osteoblasto; RANK presente no 

osteoclasto. A ligação entre RANKL e RANK permite a formação de osteoclasto maduro [16].  

9 
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 Ainda existe outra citocina, Tumor necrosis factor alpha  (TNF-α) que pode agir na 

diferenciação dos osteoclastos, realizando sua função nas células osteoblásticas [17]. Essa citocina 

participa ativamente dos processos pró-inflamatórios e está presente nas doenças ósseas como a 

osteoporose [18].  

 A citocina TNF-α é produzida por diversos tipos de células, incluindo monócitos,  

macrófagos e osteoblastos, estando relacionada à reabsorção óssea [19-21]. De acordo com alguns 

estudos, o TNF-α aumenta a atividade osteoclastogênica, promovendo uma maior reabsorção óssea 

[19, 22, 23]. De acordo com Kitamura et al. [24], o TNF-α age em sinergismo com RANKL na 

indução da osteoclastogênese. Os HTs triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) possuem efeito tanto 

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

da integridade do esqueleto [25]. Em casos de hipertireoidismo não há anormalidades nos níveis de 

cálcio, porém superfícies de reabsorção trabecular e perda aumentada da cortical óssea estão 

presentes. Além disso, o T3 exerce ação nos osteoblastos via receptores nucleares para estimular a 

reabsorção óssea [26]. Estudos mostram que a reabsorção óssea osteoclástica estimulada pelo T3 

ocorre na presença de osteoblastos, mas não em sua ausência, o que demonstra a dependência de 

RANKL para que o processo de diferenciação induzido pelo hormônio ocorra [27, 28]. Várias 

proteínas osteoblásticas são estimuladas pelo HT, tais como a fosfatase alcalina (FA) e a osteocalcina 

[29]. Embora o HT aumente a atividade de osteoblastos e osteoclastos in vivo e em in vitro, pouco é 

10 
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conhecido sobre seus efeitos na transcrição de genes alvo nestas células [30]. Além disso, pouco se 

conhece sobre quais fatores moleculares são essenciais para a regulação da função do osteoblasto 

[31]. Entretanto, são conhecidos alguns fatores controladores e mediadores fisiológicos da 

diferenciação desta célula, entre eles o TGF-β, as BMPs, o PTH e o E2 [32]. A presença de níveis 

adequados de E2 no organismo garante a supressão de certas citocinas que induzem a proliferação e 

a diferenciação de osteoclastos [33]. O aumento no número de osteoclastos está associado às 

citocinas responsáveis pela sua gênese: RANK, RANKL, osteoprotegerina, TNF-α, interleucina 1 

(IL-1), 6 (IL-6) e 11 (IL-11), fator estimulante de colônias de macrófagos, que são direta ou 

indiretamente suprimidas ou reguladas pelo E2 [34]. Nos osteoblastos, o E2 regula a expressão dos 

genes que codificam o colágeno tipo I, a FA, osteopontina, osteocalcina e osteonectina. Da mesma 

forma que os esteroides sexuais, os HTs também estimulam a expressão de genes nos osteoblastos 

para a produção de colágeno, osteocalcina e IGFs que são importantes para a aposição óssea       

[34, 35]. A deficiência de E2 conforme D’amelio et.al. [36] demonstrou em ratos o estímulo da 

formação de osteoclastos por duas vias: aumento na produção de TNF-α e RANKL e elevação no 

número de células precursoras de osteoclastos favorecendo o processo de reabsorção óssea. Muitos 

estudos são realizados com o objetivo de verificar a ação hormonal sobre o metabolismo do tecido 

ósseo. Essas pesquisas são desenvolvidas pelo cultivo de células, animais ou humanas com 

características cancerígenas. Para o cultivo dessas células sem fenótipos cancerígenos é possível 

utilizar uma cultura primária de células humanas ou animais. Entretanto é um procedimento 

11 
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complexo, uma vez que envolve a obtenção de tecido sadio para que a cultura possa ser realizada 

[11]. Alguns estudos mostram que o tecido adiposo contém uma população de células que se 

diferenciam em vários tipos, incluindo adipócitos, osteoblastos, mioblastos e condroblastos [37]. 

Mais recentemente, células-tronco com potencial de múltipla linhagem foram isoladas do tecido 

adiposo humano. Estas células, chamadas de células-tronco multipotentes derivadas de adipócitos, 

foram estabelecidas em cultura e mantiveram suas características ao longo de várias passagens [38]. 

As células progenitoras dos osteoblastos, assim como: os fibroblastos, as células reticulares, as 

células dos vasos sanguíneos e os adipócitos são originados a partir de CTMs [39]. Nosso grupo 

vem realizando a técnica de extração e cultivo de CTMs derivadas do tecido adiposo humano e a 

implantação dessa técnica possibilitou a diferenciação osteogênica servindo como um modelo de 

estudo para analisar o mecanismo de ação do HT e E2 em células osteoblásticas. Baseado nisso, 

gerou a dissertação de mestrado intitulado “Implantação da técnica para diferenciação osteoblástica 

a partir de CTMs humanas derivadas do tecido adiposo”. Em trabalho prévio, mostramos que o T3 

não aumentou a expressão de RANKL em células de linhagem osteoblástica osteosarcoma de rato 

ROS 17/2.8 e em células humanas MG-63, a associação de T3 e E2 promoveu o aumento da 

expressão da FA e diminuiu a expressão de RANKL [11]. Poucos estudos foram realizados 

verificando se o T3 altera a expressão de RANKL e há controvérsia em seus resultados, o trabalho 

de Miura et al. [40] mostra que o T3 aumenta a expressão de RANKL enquanto Kanatani et al. [41] 

mostra que o T3 não altera a expressão do RANKL. Desse modo, o emprego de osteoblastos 

12 
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humanos, originados a partir de CTMs de tecido adiposo, é um modelo de estudo que produz 

resultados para compreensão do que ocorre in vivo, podendo trazer benefícios para a clínica médica 

[42]. Com isso, a cultura de osteoblasto permitirá avaliar a influência dos hormônios T3 e E2 e 

entender melhor o mecanismo de ativação osteoclástica, sendo as células não neoplásicas. 
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 Visto que na literatura as doses suprafisiológica de T3, simulando o 

hipertireoidismo, e infrafisiológica de E2, simulando a menopausa, tem ação deletéria sobre o tecido 

ósseo humano, a hipótese do trabalho é que essas doses modulam a síntese proteica de RANKL e 

TNF-α em osteoblastos durante 72 horas.    
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3.1  Objetivo Geral  

 

 Para tanto, o objetivo geral é analisar a síntese proteica de RANKL e TNF-α na 

presença de dose infrafisiológica de E2 e dose suprafisiológica de T3 em células osteoblásticas 

derivadas do tecido adiposo humano.  

 

3.2   Objetivos específicos 

 

 Obter CTMs a partir do tecido adiposo de pacientes submetidas à abdominoplastia ou 

cirurgia bariátrica.  

 Caracterizar as CTMs por expressão de marcadores do estado indiferenciado por meio de 

citometria de fluxo com anticorpos específicos para cada marcador e promover a 

diferenciação das CTMs em osteoblastos. 

 Caracterizar os osteoblastos por análise quantitativa morfométrica e qualitativa 

colorimétrica utilizando a matriz mineralizada, FA e osteocalcina.  

 Tratar as culturas de osteoblastos com os hormônios (dose fisiológica e suprafisiológica de 

E2, e dose fisiológica e infrafisiológica de T3). 

 Verificar a quantidade de matriz mineralizada óssea e a síntese proteica de marcadores da 

estimulação osteoclástica: RANKL e TNF-α. 
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4.1 Estudo in vitro 

 

4.1.1  Obtenção de tecido adiposo 

 

 O tecido adiposo foi obtido a partir de procedimento cirúrgico, de 03 pacientes do 

sexo feminino, submetidas à cirurgia de abdominoplastia ou cirurgia bariátrica realizada no Hospital 

das Clínicas de Botucatu. As pacientes que concordaram em participar da pesquisa assinaram um 

termo de consentimento livre e esclarecido (Apêndice I). Como critérios de inclusão, participaram 

do estudo mulheres menores de 50 anos de idade que comprovaram um status hormonal normal 

para os exames de hormônio estimulante da tiroide (TSH) e T4 livre. Na tabela 01 estão 

representados os exames hormonais e a idade de cada paciente. 

 

Tabela 1. Status hormonal e idade das pacientes incluídas na pesquisa. 

Pacientes Idade 
TSH  

(IU/mL) 

T4 livre 
(ng/dL) 

P01 27a 1,12 0,890 

P02 37a 1,24 1,18 

 P03   42a   1,75 0,93 

Valores de Referência TSH: (0,4 a 4,5 μIU/mL) / T4 livre: (0,7 a 1,8ng/dl). 
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Figura 2. Delineamento do estudo 

 

4.1.2 Processamento do tecido adiposo e estabelecimento da cultura de CTMs  

 

 Foi coletado 2 gramas de tecido adiposo de cada paciente, e esse tecido foi 

transportado ao laboratório em meio Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) (Gibco®), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®), 50μg/mL de gentamicina (Gibco®) 

e 0,3μg/mL fungizona (Gibco®). Após transporte ao laboratório, foi realizada a lavagem do tecido 

em PBS estéril para remoção de todo sangue visível. Esse tecido foi pesado e picotado em 

fragmentos menores com auxílio de pinça e tesoura estéreis, sendo submetido ao processo de 
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dissociação enzimática. As células foram semeadas em concentrações constantes de 1.10⁴ células/mL 

em meio DMEM com antibiótico-antimicótico (penicilina, estreptomicina e anfotericina) (Gibco®) 

e L-glutamina, em placas de 06 poços (Falcon®). As placas foram incubadas a 37ºC, com umidade 

atmosférica controlada a 5% de CO₂. As culturas foram monitoradas diariamente por microscopia 

invertida (Zeiss, Oberkochen, Germany) e o meio trocado a cada 48 horas.  

 

4.1.3 Caracterização das CTMs pela citometria de fluxo  

 

 Atingida a confluência de 80% das células, estas foram submetidas à caracterização 

celular pela citometria de fluxo para comprovação do cultivo de CTMs e concomitantemente, outras 

CTMs permaneceram em cultura para a diferenciação em osteoblastos. Os marcadores positivos de 

superfície celular utilizados na caracterização das CTMs foram CD90, CD105, Stro-1, Nanog e   

Sox-2, bem como os marcadores negativos CD45RO e CD117 [43]. Cada anticorpo foi incubado 

com as CTMs e ressuspensas na concentração entre 5.10⁵ e 5.10⁶ células/mL, sendo o volume 

aspirado de 100μL com taxa de fluxo de 5μL/min, detectado com o programa de leitura Cell 

Quest® (Becton Dickinson). As CTMs também foram coradas com vimentina, em que foram 

cultivadas em lamelas redondas (12 x 0,11mm) para isso. Primeiro, as amostras foram fixadas com 

acetona durante 10 minutos, e depois lavadas com PBS em gelo e incubadas durante 30 minutos em 

solução de BSA a 1%. Após este período, as células foram incubadas com anticorpos específicos 

21 



4. Pacientes e Métodos 18 

durante 1 hora. Para marcação de CTMs, utilizou-se anti-vimentina (Ratinho Monoclonal - Clone 

Vim 3B4-Dako Dinamarca). Após 1 hora, as células foram lavadas novamente com PBS e incubadas 

com um anticorpo secundário (DyLight) durante 1 hora. Por fim, as células foram incubadas 

durante 1 minuto com DAPI para coloração nuclear e a imunofluorescência foi visualizada 

utilizando um microscópio Olympus (UTV063XC / SNJ41986). 

 

4.1.4 Diferenciação das CTMs em osteoblastos 

 

 Para a indução da diferenciação das CTMs em osteoblastos humanos foi utilizado 

meio DMEM completo com 10% de SFB acrescido de 0,1μM de dexametasona (Sigma®), 50μM 

de ácido ascórbico (Gibco®) e 10 mM de β-glicerofosfato (Sigma®) durante 7, 16 e 21 dias [44]. 

 

4.1.5 Tratamento hormonal com diferentes doses de E2 e T3 

 

 Após o período de diferenciação, os osteoblastos foram submetidos a uma depleção 

hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com SFB Charcoal Stripped 

(Sigma®). As células foram divididas em grupos tratados com doses de E2 (dose fisiológica:   

E2F/10
-8
M e dose infrafisiológica: E2I/10

-9
M) e T3 (dose fisiológica: T3F/10

-9
M e dose 

suprafisiológica: T3S/10
-8
M), além de osteoblastos na ausência de tratamento como controle (C). Os 
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tratamentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas, sendo o meio de cultivo 

substituído a cada 24 horas. 

 

4.1.6 Ensaio de FA e Osteocalcina 

 

 Após 16 dias da osteoindução, foi coletado 2 mL do meio de cultura e realizou-se o 

ensaio de FA e osteocalcina pelo método de ensaio imunométrico, de acordo com as instruções do 

fabricante (Cat. No. KAQ1381, LincoResearch Inc., EUA). A FA também foi corada com a pastilha 

Sigmafast BCIP®/NBT e como controle negativo da osteoindução foi utilizado o meio de cultura 

das CTMs indiferenciadas. 

 

4.1.7 Análise da matriz mineralizada óssea em diferentes concentrações de 

E2 e T3 

 

 Após 16 dias de osteoindução e tratamento com diferentes concentrações de E2 e 

T3, os osteoblastos foram lavados com PBS 1X e sua monocamada de células foi fixada com 

paraformaldeído durante 20 minutos. Após a fixação, as células foram lavadas com água destilada e 

coradas com Alizarin S Red (Sigma®) durante 5 minutos à temperatura ambiente para coloração da 

matriz mineralizada. Posteriormente, as células foram lavadas 5X com água destilada para remover 

o corante. A diferenciação celular foi avaliada pela presença de matriz mineralizada ósseo e o efeito 

das diferentes doses de E2 e T3 sobre sua formação. Quinze campos aleatórios de cada poço foram 
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fotografados com microscópio de contraste de fase e as imagens foram analisadas usando o 

programa Image J. As imagens foram convertidas em imagens de fundo branco a alto contraste para 

visualizar a matriz mineralizada e marcar com área percentual do campo.  

 

4.1.8 Western Blot 

 

 A síntese proteica de RANKL e TNF-α foi analisada por Western Blot. As proteínas 

foram lisadas com tampão Ripa (Radioimmunoprecipitation assay: 150 mM cloreto de sódio, 1% 

NP-40 ou Triton X-100, 0.5% deoxicolato de sódio, 0.1% SDS e 50 mM Tris, pH 8.0) e o 

homogeneizado centrifugado a 4°C durante 20 minutos a 12000 rpm. A quantificação foi realizada 

segundo o método BRADFORD, de acordo com o protocolo padronizado em nosso laboratório, e 

utilizaram-se as amostras contendo 25ng de proteína. A corrida foi realizada em gel de 

poliacrilamida na concentração de 12% de acordo com o peso molecular das proteínas analisadas. 

Em seguida, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini 

Trans-Blot utilizando-se tampão de transferência. Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo 

primário à membrana foram bloqueados mediante incubação com solução de bloqueio (leite em pó 

desnatado 0,5% diluído em solução basal: Tris-HCl 1M pH 8,0, NaCl 2,5M e Tween 20) à 

temperatura ambiente sob constante agitação. Em seguida, a membrana foi incubada com o 

anticorpo primário nas concentrações: anti-RANKL 1:5000 e TNF-α 1:1000 sob agitação constante 

em temperatura de 2 a 8
o
C overnight. Após a incubação com o anticorpo primário, a membrana foi 

24 



4. Pacientes e Métodos 21 

incubada com o anticorpo secundário, conjugados a peroxidase (IgG Anti-Mouse ou anti-rabbit) 

utilizados na titulação de 1:1000 e 1:10000, respectivamente. Por fim, a imunodetecção foi realizada 

por meio do método de quimioluminescência de acordo com as instruções do fabricante 

(EnhancerChemi-Luminescence, AmershamBiosciences, NJ-USA). As análises quantitativas das 

bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo software Carestream Molecular Imaging 5.0 

(Carestream Health, Rochester, NY, USA).  

 

4.1.9 Análise Estatística dos dados  

 

 Os dados foram expressos em média (n=3) ± desvio padrão. Foi utilizada a análise 

de variância ANOVA, complementada com o teste de Tukey. As análises foram feitas pelo 

programa GraphPad Prism 7. O nível de significância considerado foi de p<0,05. 
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5.1  Aspectos morfológicos das CTMs derivadas do tecido adiposo 

 

 A Figura 3A demonstra as CTMs após a fixação das células e antes da primeira troca 

de meio de cultura, podendo observar os depósitos de gordura após a dissociação enzimática. A 

Figura 3B apresenta as células na segunda passagem e na ausência dos depósitos de gordura, 

apresentando morfologia fibroblástica, característica das CTMs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Mostram as CTMs obtidas a partir do tecido adiposo de pacientes mulheres, observadas e tiradas as 

fotos em microscópio óptico (lente de aumento de 10x). A) Nesta figura as flechas apontam para as 

gotículas de gordura após dois dias da dissociação enzimática. As gotículas de gordura 

permaneceram associadas as CTMs, sendo estas aderidas à superfície do plástico em formato 

alongado, cultivadas em meio DMEM completo suplementado com SFB, antibiótico/antimicótico e 

armazenadas a temperatura de 37ºC e 5% de CO₂. B) Nesta outra figura, foi observado o mesmo 

cultivo celular da Figura A, com as CTMs em segunda passagem, com maior número,  

multiplicidade, crescimento exponencial e linear, e ausência das gotículas de gordura.  
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5.2 Caracterização das CTMs pela citometria de fluxo 

 

A Figura 4 mostra a expressão dos marcadores positivos CD90, CD105, Nanog,  

Sox-2 e Stro-1 (Figuras 4A, B, C, D e E) característicos das CTMs, e os marcadores negativos 

CD45RO e CD117 (Figuras 4F e G) que são marcadores hematopoiéticos. A expressão em verde do 

gráfico representou o controle isotípico e em vermelho os marcadores; sendo que a expressão do 

marcador dentro da linha de M1 foi considerado positivo e dentro da M2 foi considerado negativo. 

Com a expressão desses marcadores positivos e negativos podemos comprovar o cultivo de CTMs. 
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Figura 4.  Caracterização das CTMs por meio da citometria de fluxo com marcadores positivos e negativos. A 

expressão em verde do gráfico representou o controle isotípico e em vermelho os marcadores; sendo 

que a expressão do marcador dentro da linha de M1 foi considerado positivo e dentro da M2 foi 

considerado negativo. FL1-H e FL2-H representaram a intensidade da fluorescência. As Figuras A, 

B, C, D e E representaram os marcadores positivos para CTMs: CD 90, CD105, Nanog, Sox-2 e 

STRO-1, e as Figuras F e G representaram os marcadores negativos: CD45RO e CD117, 

marcadores estes de células hematopoiéticas.  

 

 

5.3 Coloração com vimentina em CTMs 

 

 A Figura 5 mostra a imuno-marcação positiva das CTMs com vimentina, sendo a 

expressão deste marcador frequentemente usada para caracterizar células e tecidos derivados da 

mesoderma.  
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Figura 5. Presença de vimentina em CTMs derivadas do tecido adiposo humano na coloração imuno-

histoquímica. A) Presença da proteína vimentina, em verde, no citoplasma das CTMs que 

determinou o perfil fenótipo mesenquimal das células. B) Imagem da coloração nuclear das CTMs 

realizada com marcador DAPI fluorescente em azul. C) Sobreposição do citoplasma e do núcleo das 

CTMs pela junção das imagens A e B.  

 

5.4 Diferenciação osteogênica 

 

 As células indiferenciadas foram expostas ao meio osteogênico durante 7, 16 e 21 

dias e suas respectivas morfologias durante a diferenciação osteogênica foram observadas (Figuras 

6A, B e C) e notou-se que as células possuiam aspecto fibrótico, morfologia cúbica, em todos os 

pontos de tempo demonstraram boa adesão ao plástico e crescimento linear durante o ambiente de 

cultura. 
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Figura 6. CTMs cultivadas em diferentes dias (7, 16 e 21) em meio osteogênico composto de dexametasona,                    

β-glicerofosfato e ácido ascórbico, sendo observadas em microscópio invertido com aumento de 

10x, nos dias 7, 16 e 21, respectivamente (Figuras A, B, C). No final da fase de osteoindução, as 

células possuíam aspecto epitelial em forma cúbica, e seu crescimento celular permaneceu constante 

em todos os momentos, revelando que a osteoindução não afetou a confluência dos osteoblastos 

maduros. 

 

 

5.5 Presença da FA e osteocalcina após diferenciação em osteoblastos 

 

Como marcador ósseo dos osteoblastos, a FA e a osteocalcina foram quantificadas 

após 16 dias de osteoindução. Os resultados apresentados na Figura 7 mostraram que ambas as 

proteínas, FA (Figura 7A) e osteocalcina (Figura 7B), elevaram significamente seus níveis nos 

osteoblastos humanos comparados as CTMs não diferenciadas, sendo formadores ósseos e 

comprovando a caracterização dos osteoblastos após sua diferenciação celular. Também, a FA foi 
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corada com a pastilha Sigmafast BCIP®/NBT (Figura 8) que evidenciou, em roxo, a presença da 

proteína em 16 dias de diferenciação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Presença da FA e osteocalcina nos osteoblastos (Ost) humanos após sua diferenciação em 16 

dias. As Figuras A e B mostram aumento significativo da FA (valores dados em U/L) e 

osteocalcina (valores dados ng/ml) nos osteoblastos humanos em relação as CTMs (controle). 

Os dados foram expressos em média (n=3) ± desvio padrão, sendo utilizado o teste t (p<0,0001*) 

com nível de significância considerado p<0,05.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imagem da FA em células diferenciadas em 16 dias. A imagem foi observada em microscópio 

invertido em aumento de 10x A coloração da FA foi realizada pela pastilha Sigmafast 

BCIP®/NBT seguindo as instruções do fabricante e evidenciou-se, em roxo a presença da FA.  
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5.6 Matriz mineralizada óssea nos diferentes dias de osteoindução  

  

 Após 7 dias em meio osteogênico, o início da mineralização da matriz foi claro em 

comparação com o das CTMs não tratadas no mesmo ponto de tempo (Figuras 9B e 9A, 

respectivamente). No entanto, não foram visíveis nódulos de cálcio no dia 7. As células cultivadas 

em meio osteogênico durante 16 dias apresentaram nódulos de cálcio quando comparadas com as 

CTMs não tratadas (Figuras 9D e 9C, respectivamente). Após 21 dias, alguns nódulos de cálcio 

permaneceram ainda e a matriz mineralizada foi mais prevalente do que em pontos de tempo 

prévios. Todos os controlos negativos das CTMs não tratadas não apresentaram deposição mineral, 

matriz mineralizada ou nódulos de cálcio (Figuras 9A, 9C e 9E). Foi demonstrado que as células 

cultivadas em meio osteogênico durante um período maior, dão origem a osteoblastos maduros. 

Estes osteoblastos maduros apresentaram deposição de matriz mineralizada, formando nódulos de 

cálcio e foram considerados constantemente ativos devido a esta presença.  
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Presença de matriz mineralizada óssea em osteoblastos maduros. Macroscopicamente, as 

células cultivadas durante 7 dias exibiram coloração menos intensa (B). As imagens das 

células cultivadas durante 16 dias são mostradas em D, onde foi observada a cor mais 

intensa e a presença de uma matriz mineralizada óssea com acumulação de nódulos de 

cálcio. F) A matriz e os nódulos de cálcio permaneceram durante 21 dias após a 

osteoindução. As Figuras A, C e E mostram os CTMs que foram utilizadas como 

controle negativo e não mostraram depósito de matriz mineralizada óssea.   

 

 

 

 

Figura 9.    
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5.7 Concentração infrafisiológica de E2 diminuiu a matriz mineralizada e 

aumentou em concentração fisiológica 

  

 A matriz mineralizada óssea dos osteoblastos foi quantificada a fim de verificar o 

efeito do E2 durante 72 horas de tratamento hormonal (Figura 10). Entre as diferentes 

concentrações de E2I e E2F, foi observado diminuição significativa de E2I em relação ao C e E2F, e 

aumento significativo da quantidade de matriz mineralizada óssea na dose de E2F comparado a E2I 

e ao C, sendo as CTMs utilizadas como controle negativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Efeitos de diferentes doses de E2 na quantidade de matriz mineralizada óssea produzida nos 

osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento hormonal. Houve diminuição significativa 

de E2I em relação ao C e E2F, e aumento significativo da quantidade de matriz mineralizada em 

E2F comparado a E2I e ao C. As CTMs foram utilizadas como controle negativo. Os valores 

relativos da quantidade de matriz mineralizada foram obtidos determinando quinze campos 

aleatórios de cada poço, fotografados com microscópio de contraste de fase e as imagens foram 

analisados usando o programa Image J. As imagens foram convertidas em imagens de fundo 
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branco a alto contraste para visualizar a matriz mineralizada óssea e marcar com área percentual 

do campo. Os dados foram expressos em média (n=3) ± desvio padrão e foi feita análise de 

variância ANOVA complementada pelo teste de Tukey. O nível de significância considerado foi 

de p<0,05*. 

 

5.8 Concentrações fisiológica e suprafisiológica de T3 diminuiram a 

quantidade de matriz mineralizada   

 

 A Figura 11 representa a quantidade de matriz mineralizada óssea nos osteoblastos 

humanos afim de verificar o efeito do T3 em doses fisiológica e suprafisiológica durante 72 horas de 

tratamento hormonal. Os resultados mostraram que a quantidade de matriz mineralizada diminuiu 

significativamente nas doses de T3F e T3S em relação ao C, sendo as CTMs utilizadas como 

controle negativo.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 11.  Coloração da matriz mineralizada óssea dos osteoblastos e efeito do T3. As CTMs foram 

utilizadas como controle negativo. Nas doses de T3F e T3S houve diminuição significativa em 

comparação ao C. Os valores relativos da quantidade de matriz mineralizada foram obtidos 
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determinando quinze campos aleatórios de cada poço, fotografados com microscópio de 

contraste de fase e as imagens foram analisados usando o programa Image J. As imagens foram 

convertidas em imagens de fundo branco a alto contraste para visualizar a matriz mineralizada e 

marcar com área percentual do campo. Os dados foram expressos em média ± desvio padrão e 

para análise de variância foi utilizado ANOVA complementado pelo teste de Tukey. O nível de 

significância considerado foi p<0,05*.  

 

 

5.9  Diferentes concentrações de E2 aumentaram a síntese proteica de 

RANKL e TNF-α nos osteoblastos derivados de CTMs 

 

 A Figura 12 mostra os níveis proteicos de RANKL (Figura 12A) e TNF-α (Figura 

12B) no C e em diferentes doses de E2 nos osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento. 

Desta forma, nossos dados revelaram aumento significativo dos níveis proteicos de ambas as 

proteínas nas doses de E2I e E2F em relação ao C. Abaixo das Figuras 13A e B estão representadas 

as bandas da proteína RANKL e β-actina, TNF-α e β-actina, respectivamente. A β-actina foi 

utilizada como controle interno da técnica de Western Blot. Os dados foram expressos em média 

(n=3) ± desvio padrão e submetido análise de variância ANOVA, complementada pelo teste de 

Tukey. O nível de significância considerado foi de p<0,05*. 
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         A       B 

                                

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Efeito de diferentes doses de E2 em relação à síntese proteica de RANKL. A) O eixo horizontal do 

gráfico 12A apresenta a legenda do C (Controle), E2I (dose infrafisiológica) e E2F (dose 

fisiológica) em comparação a expressão proteica de RANKL. Houve aumento significativo em 

ambas as doses de E2 em comparação ao C nos osteoblastos humanos durante 72 horas de 

tratamento. Abaixo dos gráficos estão representadas as bandas da proteína RANKL e da β-actina 

(Figura 12A), respectivamente, sendo a β-actina utilizada como controle interno.  B) Idem a 

legenda do Gráfico A. Em comparação a síntese proteica de TNF-α em ambas doses de E2 houve 

aumento significativo em relação ao C em osteoblastos humanos durante 72 horas. Abaixo dos 

gráficos estão representadas as bandas da proteína TNF-α e da β-actina (Figura 12B), 

respectivamente, sendo a β-actina utilizada como controle interno. Os dados foram expressos em 

média (n=3) ± desvio padrão e submetido análise de variância ANOVA, complementada pelo teste 

de Tukey. O nível de significância considerado foi de p<0,05*.                                  
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5.10  Concentração suprafisiológica de T3 aumentou os níveis proteicos de 

RANKL e diminuiu a síntese proteica de TNF-α nos osteoblastos 

derivados de CTMs 

 

 A Figura 13 mostra os níveis proteicos de RANKL (Figura 13A) e de TNF-α (Figura 

13B) nos diferentes tratamentos com T3 em osteoblastos humanos durante 72 horas de tratamento. 

As concentrações utilizadas nos grupos T3F e T3S elevaram os níveis proteicos de RANKL em 

relação ao controle e houve diminuição significativa da síntese proteica de TNF-α em dose de T3S 

comparada ao C e T3F.  Abaixo das Figuras 13A e B estão representadas as bandas da proteína 

RANKL e β-actina, TNF-α e β-actina, respectivamente. A β-actina foi utilizada como controle 

interno da técnica de Western Blot. Os dados foram expressos em média (n=3) ± desvio padrão e 

submetido análise de variância ANOVA, complementada pelo teste de Tukey. O nível de 

significância considerado foi de p<0,05*. 

A          B 
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Figura 13.  Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressão proteica de RANKL e TNF-α em osteoblastos 

humanos derivados de CTMs do tecido adiposo. A) O eixo horizontal do gráfico representa o 

controle (C), T3F (dose fisiológica) e T3S (dose suprafisiológica) em relação à expressão proteica 

de RANKL. Visto isso, T3 aumentou significativamente a expressão de RANKL em comparação 

ao C em ambas doses de T3F e T3S. B) O eixo horizontal do gráfico representa o controle (C), 

T3F (dose fisiológica) e T3S (dose suprafisiológica) em relação à expressão proteica de TNF-α. 

Em relação à síntese proteica de TNF-α, T3S diminuiu sua expressão em comparação ao C e a 

dose T3F. Abaixo estão representadas as bandas da proteína RANKL e da β-actina, 

respectivamente. A β-actina foi utilizada como controle interno. Os dados foram expressos em 

média (n=3) ± desvio padrão e submetido análise de variância ANOVA, complementada pelo teste 

de Tukey. O nível de significância considerado foi de p<0,05*. 
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6. Discussão 

 

 

 No presente estudo, analisamos a síntese proteica de RANKL e TNF-α nas células 

osteoblásticas derivadas das CTMs humanas, reguladas pelos hormônios E2 e T3, a fim de 

compreender os mecanismos envolvidos na remodelação óssea.     

 Em nossos experimentos iniciais, o tecido adiposo da paciente foi fragmentado e 

submetido à ação da enzima colagenase para a extração das CTMs, sendo essas cultivadas em meio 

DMEM completo para sua multiplicação. Todas as culturas apresentaram semelhanças biológicas 

entre si, com boa viabilidade e cultivadas até a quarta passagem. Segundo Gimble [45], as CTMs 

são obtidas, simplesmente, a partir do tecido adiposo humano por meio das cirurgias de 

lipoaspiração e/ou bariátrica. Esses procedimentos cirúrgicos são minimamente invasivos para a 

saúde do indivíduo, e estimam-se que sejam coletados, dependendo da localização anatômica,        

2-6.10
8
 células em 300ml de tecido adiposo humano durante a cirurgia de lipoaspiração [45-47]. A 

ação da colagenase é fundamental para digerir o colágeno do tecido adiposo e suspender as CTMs, 

fazendo o completo isolamento dessas células [48]. Segundo revisado em Wagner [49], as CTMs são 

usadas na terapia celular moderna, pois possuem inúmeras características, entre elas, múltiplas 

passagens, expansão regular, manutenção de seus aspectos morfológicos durante todas as culturas, 

imunossupressor na co-cultura com os linfócitos T, regenera tecidos lesados e tem capacidade de 

diferenciar-se em várias linhagens celulares (condrócitos, miócitos, adipócitos e osteoblastos) 

estimulados por hormônios e fatores de crescimento [50-53]. Além disso, no ambiente de cultura 
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dessas células não são notadas diferenças em relação à viabilidade [54], podendo ser suplementados 

antioxidantes e poucas quantidades de cálcio no meio para melhorar esse estado [55]. Também, as 

células podem permanecer com o mesmo fenótipo até vinte e cinco passagens [56].         

 Com o sucesso do isolamento e posterior cultivo das CTMs, mostramos a 

caracterização das células pela citometria de fluxo a fim de determinar seu perfil imunofenótipo, 

sendo os marcadores positivos: Stro-1, CD90, CD105, Nanog e Sox2, e os marcadores negativos: 

CD45RO e CD117 (Figura 4). Conforme a “Sociedade Internacional de Terapia Celular”, as CTMs 

são caracterizadas pela aderência à superfície plástica, diferenciação em outras células e capacidade 

em expressar pelo menos um dos anticorpos: CD105, CD73 e CD90, e não expressar marcadores 

hematopoéticos: CD45, CD34, CD14 ou CD11b. [43, 49, 57-60]. Os marcadores positivos, Stro-1, 

CD90 e Nanog, são encontrados amplamente na superfície celular de todo o tecido adiposo e são 

utilizados para reconhecer células não diferenciadas [61]. Segundo Maleki et al. [62], o CD90 possui 

papel na morfologia e proliferação das CTMs, enquanto o CD105 (endoglina) está envolvido na 

diferenciação e migração celular, sendo componente do TGF-β, e o Sox2 atua em sua auto-

renovação e pluripotência. Contudo, os marcadores negativos, CD45RO e CD117, são apenas 

encontrados na superfície das células hematopoiéticas e em menor quantidade nos linfócitos T [54], 

estando ausentes nas CTMs.  

 Após o reconhecimento das células, essas foram diferenciadas em osteoblastos 

humanos (Figura 6) utilizando agentes específicos tais como ácido ascórbico, dexametasona e       
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β-glicerofosfato durante 16 dias, bem como dosadas a FA e osteocalcina (Figura 7), e corada a 

matriz mineralizada óssea pelo Alizarin Red (Figura 9). Houve aumento significativo dos 

marcadores ósseos, FA e osteocalcina, e formação da matriz extracelular com deposição dos nódulos 

de cálcio. Segundo Weizhuo et al. [63], o desenvolvimento das CTMs em pré-osteoblastos a 

osteoblastos maduros e funcionais é realizado por uma cascata de eventos intracelulares estimulados 

por substancias osteoindutoras. O ácido ascórbico é um potente antioxidante protetor dos pré-

osteoblastos, pois combate os radicais livres, é co-fator do colágeno tipo I e sua deficiência prejudica 

a diferenciação dos osteoblastos, causando diminuição na massa óssea [64-65]. Assim, as 

concentrações de 30 a 90μM, mais especificamente 50μM, são mais utilizadas na indução da 

diferenciação [65]. A dexametasona, por sua vez, é um glicocorticoide sintético que induz esse 

estado, porém seus mecanismos exatos são desconhecidos [66], o β-glicerofosfato, o último agente 

osteoindutor, liga-se aos sais de fosfato para formar a hidroxiapatita no processo de mineralização 

dos osteoblastos maduros [67], e após 16 dias de diferenciação celular, os níveis da FA e 

osteocalcina aumentam, simultaneamente, à deposição de cálcio. A respeito da FA, este é um 

marcador bioquímico, presente na membrana dos osteoblastos e tem ação máxima na maturação 

dos mesmos [68], e prontamente, a osteocalcina é uma proteína não colágena com função estrutural 

e funcional que alcança seus níveis máximos na mineralização óssea, atuando semelhante ao β-

glicerofosfato na formação da hidroxiapatita, bem como regulando o crescimento ósseo [69,70]. 

Ainda segundo Kim et al. [23], a liberação de cálcio na superfície da matriz extracelular marca o 
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final da diferenciação osteoblástica durante a fase de mineralização pelo rompimento da membrana 

vesicular, rica em cálcio em seu interior, produzida pelos osteoblastos e liberadas no meio 

extracelular.    

 Durante as últimas 72 horas de diferenciação, os hormônios E2 e T3 foram 

colocados no meio de cultura, e analisada a síntese proteica de RANKL e TNF-α. Com isso, 

verificamos que em nosso estudo, a dose E2F (10
-9
M) aumentou a quantidade de matriz 

mineralizada, enquanto que diminuiu na dose E2I (10
-10

M) (Figura 10), e paralelamente a isso, 

ambas doses elevaram os níveis proteicos de RANKL (Figura 12A) e TNF-α (Figura 12B), 

mimetizando o que poderia ocorrer em mulheres na menopausa em idade avançada. De acordo com 

Zaidi [71], as células ósseas estão sob controle rigoroso do hormônio E2, e em níveis normais no 

organismo humano, reduz as citocinas IL-1, IL-6, TNF-α, TGF-β e osteoprotegerina [72]. 

Entretanto, o mecanismo de ação do E2 em relação à remodelação óssea é desconhecido. Conforme 

Tanaka et al. [73], a deficiência estrogênica pode desequilibrar a remodelação óssea e levar ao 

quadro de osteopenia e posterior osteoporose. No estudo de Bord et al. [74],  observaram o 

aumento da expressão de mRNA de RANKL no tratamento E2I (10
-10

M) em osteoblastos humanos 

durante 24 horas, porém em 48 horas essa condição não foi observada. No estudo de Zallone [75] in 

vivo, essa mesma deficiência levou ao aumento da expressão de RANKL e foi capaz de causar perda 

da massa óssea, que vem de encontro com nossos resultados a respeito da mineralização óssea na 

presença de E2I, e contrários ao estudo de Brennan et al. [76] que na concentração E2I (10
-10

M) 
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elevou significativamente a matriz mineralizada de células semelhantes aos osteoblastos, MC3T3-E1 

diferenciadas em 14 dias, em comparação as não tratadas. No mesmo estudo ainda, a dose E2F (10
-

8
M), aumentou a matriz, similar ao nosso resultado, entretanto em 24 horas de tratamento com E2. 

De acordo com Steeve et al. [77], o TNF-α age nas células ósseas pelo Tumor Necrosis Factor 

Receptor I (TNFRI/p55) e entra em uma cascata de eventos moleculares até à ativação da enzima 

caspase que promove a apoptose, e pode agir também por meio do TNFRI e/ou Tumor Necrosis 

Factor Receptor II (TNFRII/p75) na interação com o TNF Receptor Associated Factor 2 (TRAF 2) 

que ativa o Factor Nuclear Kappa B (NF-kβ), estimulando a osteoclastogênese. Já o RANKL atua 

nas células ósseas na ligação com RANK, presente nos osteoclastos, e é mediado pelo TRAF 2, 

TRAF 5 e/ou TRAF 6 na ativação da reabsorção óssea, sendo no TRAF 2 intensificado junto a  

TNF-α. Assim, baseado em nossos resultados de que a dose E2I diminuiu a matriz mineralizada 

nos osteoblastos humanos, e inversamente aumentou a síntese proteica das citocinas, podemos 

especular que a reabsorção óssea elevada observada na menopausa seja via RANKL e TNF-α, já que 

em Tanaka et al. [73], relacionaram a deficiência dos níveis de E2 com o aumento da expressão de 

RANKL e  turnover ósseo acelerado, trazendo como consequência a perda da massa óssea no septo 

inter-radicular de molares de ratas ovariectomizadas.  

 Estudos anteriores mostraram que os HTs, em níveis normais, possuem ação de 

diminuir citocinas como IL-6, prostaglandina E2 e RANKL [78].  
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 O RANKL é produzido por precursores de osteoblastos e pode ser liberado na 

matriz óssea ou permanecer na membrana dessas células. A reabsorção óssea osteoclástica, 

estimulada pelo T3, ocorre na presença dos osteoblastos, mas não em sua ausência [79, 80]. Nossos 

resultados mostram que doses de T3F e T3S aumentam os níveis proteicos de RANKL presente nos 

osteoblastos (Figura 13A), concomitantemente com a diminuição da matriz mineralizada (Figura 

11).    

 O hipertireoidismo promove a reabsorção óssea no organismo [78]. Assim, o 

tratamento da dose T3S pode indicar aumento da atividade óssea devido ao aumento dos níveis 

proteicos de RANKL nessas células, que por sua vez é responsável por agir na maturação dos 

osteoclastos favorecendo a reabsorção óssea. Miura et al. [40], observaram que o T3 nas diferentes 

concentrações suprafisiológicas (10
-8
M e 10

-5
M) induziu o aumento da expressão de mRNA de 

RANKL em cultura primária de células osteoblásticas de rato. O tratamento de T3S diminuiu a 

síntese proteica de TNF-α em osteoblastos humanos (Figura 13B). À vista disso, pelo tratamento 

T3S diminuir à síntese proteica de TNF-α e aumentar RANKL, podemos inferir que o mecanismo 

de reabsorção óssea no hipertireoidismo seja via RANKL, podendo ser demonstrado mais 

detalhadamente esse mecanismo pela co-cultura com os osteoclastos, logo, nossa limitação do 

estudo.  

 Mesmo assim, nossos resultados trouxeram conhecimentos promissores para a 

patogênese da remodelação óssea na condição clínica de desequilíbrio hormonal ocorrido 
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principalmente em mulheres com hipertireoidismo e deficiência estrogênica na menopausa, fatores 

etiológicos no desencadeamento das doenças ósseas.      
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22. 7. Conclusão



 

            

 As CTMs foram obtidas a partir do tecido adiposo e diferenciadas em osteoblastos 

humanos. 

 Em relação ao tratamento hormonal dessas células, as doses de T3F e T3S, 

diminuíram a matriz mineralizada em relação ao C, e aumentaram a síntese proteica de RANKL, 

diminuindo TNF-α.  

 Na dose de E2F houve aumento da matriz mineralizada comparada a dose E2I e ao 

C, e ambas concentrações aumentaram a síntese proteica de RANKL e TNF-α.  
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APENDICE I – Aprovação do comitê de ética e Termo de 

consentimento livre e esclarecido do projeto de pesquisa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(TERMINOLOGIA OBRIGATÓRIA EM ATENDIMENTO A RESOLUÇÃO 466/12-CNS-MS) 

 
 A Sra. está sendo convidada a participar de uma pesquisa chamada “Efeito do estrógeno 
e do hormônio tireoidiano na expressão gênica e proteica de RANKL e TNF-α em células 
osteoblásticas derivadas do tecido adiposo” que pretende verificar a ação de dois genes junto a 
esses hormônios para estudar mais especificamente o mecanismo de desenvolvimento das 
doenças ósseas, entre elas a osteoporose, e assim aperfeiçoar e/ou criar novos tratamentos 
clínicos.  
 A Sra. foi selecionada a participar dessa pesquisa por ser mulher, ter entre 18 a 50 anos 
de idade e estar realizando a cirurgia de abdominoplastia ou bariátrica no Hospital das Clínicas 
da Faculdade de Medicina de Botucatu.  
 Desta forma, a pesquisa consta da coleta de um fragmento seu de gordura (2 gramas) 
(esta  descartada em condições normais de cirurgia, não havendo prejuízos a você paciente) 
para a utilizarmos, experimentalmente, na obtenção das células tronco mesenquimais, que serão 
diferenciadas em células do osso para assim receberem os tratamentos hormonais e verificar a 
ação dos genes propostos. Também, haverá coleta de sangue (6ml) para verificar se seus 
exames estão normais e quando o sangue for retirado, você poderá sentir um desconforto, dor 
e/ou causar hematomas. 
 Caso você não queira participar da pesquisa, é seu direito e isso não vai interferir com 
seu tratamento ou preferência de agendamento médico, assim como interferências trabalhistas. 
Você poderá retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem nenhum prejuízo. 
 É garantido total sigilo do seu nome e resultado do exame, em relação aos dados 
relatados nesta pesquisa. 

Você receberá uma via deste termo, e outra via será mantida em arquivo pelo 
pesquisador por cinco anos. 

Qualquer dúvida adicional, você poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em 
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608/1609. 
 

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA 
Nome:___________________________________________RG do hospital:_________________  
Endereço:________________________________________ Telefone: ( )___________________ 
Assinatura:__________________________________________ 
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