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RESUMO 



BARRETO, A. E. A. Papel dos receptores 1 e 2 adrenérgicos sobre a 
diferenciação osteoblástica de células mesenquimais estromais da medula óssea 
de ratos espontaneamente hipertensos. Dissertação (Mestrado)  Faculdade de 
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2019. 

RESUMO 

Introdução: O remodelamento ósseo é um processo complexo que depende do 
balanço entre formação e reabsorção óssea, mecanismo regulado pelas células ósseas 
e fatores sistêmicos, como o Sistema Nervoso Simpático (SNS). Os mediadores deste 
sistema são capazes de regular o metabolismo ósseo através dos receptores 
adrenérgicos expressos na superfície dos osteoblastos. Entretanto, o papel dos 
receptores -adrenérgicos ainda não está totalmente elucidado no processo de 
diferenciação osteogênica. Objetivos: avaliar o papel dos receptores -adrenérgicos 
na diferenciação osteoblástica de células tronco mesenquimais da medula óssea de 
ratos normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR). Métodos: Ratos machos 
Wistar e SHR (10 semanas) foram utilizados para a coleta da medula óssea a partir do 
fêmur, as quais foram plaqueadas em garrafas de cultivo celular e depois em placas de 
24 poços, onde receberam o meio osteogênico (MO: MEM, mais 50 µg/mL de ácido 
ascórbico, 10 mM de -glicerofosfato e 10-8 M de dexametasona), e o tratamento com 
Isoprenalina (0,01 µM), Carvedilol (1 µM), antagonista adrenérgico não seletivo, ou 
Nebivolol (0,1 µM),  antagonista 1-adrenérgico. O ensaio de proliferação celular (MTT) 
e a atividade de fosfatase alcalina (Fal) foram realizados nos dias 7, 10 e 14. A 
mineralização foi avaliada no dia 14 através do vermelho de Alizarina. A expressão 
gênica dos marcadores osteogênicos e dos receptores 1 e 2 adrenérgicos foi 
avaliada no dia 7 por RT-PCR em tempo real. A atividade proteolítica da 
metaloproteinase de matriz (MMP-2) foi avaliada no mesmo período utilizando 
zimografia. As vias da MAPK também foram avaliadas ao final de 7 dias. Resultados: 
A Isoprenalina reduz a fosfatase alcalina na linhagem de células Wistar nos dois 
primeiros períodos, e ao final de 14 dias apresenta um aumento significativo. A adição 
dos -bloqueadores reverte tal resposta. Em SHR a Isoprenalina proporciona aumento 
da atividade de fosfatase alcalina no período intermediário. O Nebivolol inibe essa 
resposta no mesmo período e, em 7 dias, é capaz de reverter a redução causada pelo 
agonista.  A Isoprenalina aumentou a expressão de todos os fatores de transcrição e o 
bloqueio dos receptores reverteu essa condição A Isoprenalina aumenta a expressão 
de Opn, Ocn e BSP nas células de animais Wistar, e em SHR aumenta apenas Ocn e o 
tratamento com Carvedilol corrige. A atividade de MMP-2 também foi reduzida pelo 
Nebivolol apenas no grupo Wistar. Além disso, o Nebivolol reduziu a expressão gênica 
do receptor 1-adrenérgico. O ensaio de mineralização mostrou menor deposição 
mineral em Wistar. O Nebivolol também mediou a redução da fosforilação das vias da 
MAPK neste mesmo grupo de células. Conclusão: Nossos dados sugerem que o 
receptor 1-adrenérgico pode estar envolvido na diferenciação osteogênica de células 
de ratos Wistar mas não em células de ratos SHR. 

Palavras-chave: células tronco mesenquimais, diferenciação osteogênica, receptor 
adrenérgico, rato Wistar. 



ABSTRACT 



BARRETO, A. E. A. Role of 1 and 2 adrenergic receptor on bone marrow 
mesenquimal stem cells osteoblastic differentiation from hypertensive rats. Dissertação 
(Mestrado)  Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 
2019. 

 

ABSTRACT 

Introduction: Bone remodeling is a complex process that depends on the balance 
between formation and resorption bone, a process which is regulated by bone cells and 
systemic factors, like the Sympathetic Nervous system (SNS). The mediators of these 
system are able to regulate bone metabolism through adrenergic receptors on the 

-adrenergic receptors is not clear in 
the osteogenic differentiation process. Thus, in this study we aimed to evaluate the role 
of B-adrenergic receptor on osteoblastic differentiation of bone marrow mesenchymal 
stem cells from normotensive and Spontaneously Hypertensive Rats (SHR). Methods: 
70-days-old male Wistar and SHR rats were used for bone marrow collection from 
femurs, which was placed in cell culture flasks and after in to 24-well plates, where they 

glycerophosphate, and 10-8 M dexamethasone) and the treatment with Isoprenaline 
(0.01 µM), Carvedilol (1µM), non-selective adrenergic receptor antagonist, or Nebivolol 

-adrenergic receptor antagonist. Cell proliferation (MTT assay) and alkaline 
phosphatase specific activity (Alp) were analyzed at day 7, 10 and 14. Mineralization 
was evaluated at day 14, by Alizarin Red S. Gene expression of osteogenic markers 
and B1 and B2-adrenergic receptor were evaluated at day 7, by real time-RT-PCR. The 
proteolytic activity of matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) were evaluated at day 7 using 
gelatin zymography. The MAPK pathway was evaluated at the same period. Results: 
Isoprenaline provides increased alkaline phosphatase activity in the intermediate period. 
The addition of Nebivolol includes this response over this same period and, within 7 
days, was able to reverse the reduced agonist reduction. Isoprenaline increased 
expression of all transcription factors and receptor blockade reversed this condition 
Isoprenaline increases expression of Opn, Ocn and BSP in Wistar animal cells, and in 
SHR only increases Ocn and Carvedilol-corrected treatment. MMP-2 was reduced by 
Nebivolol treatment just at Wistar cells. Besides that, Nebivolol reduced Adrb1 gene 
expression at day 7 in Wistar group. Mineralization showed that Nebivolol reduced 
mineral deposition in Wistar. Nebivolol reduced MAPK proteins phosphorylation. 
Conclusion: 
the osteogenic differentiation of cells from Wistar rats but not in SHR cells. 
 

Key words: mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation, adrenergic receptor, 
Wistar rat. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo especializado que abrange funções 

mecânicas, relacionadas à sustentação e proteção de áreas vitais, funções 

metabólicas, como homeostase mineral, além funções endócrinas e hematopoiéticas, 

referente ao compartimento medular dos ossos longos e vértebras, preenchido por 

tecido esponjoso, a medula óssea, onde se encontram os precursores hematopoiéticos 

e mesenquimais (Burr and Allen, 2014).

Diversos estudos têm demonstrado a importância dos osteoblastos, tanto na 

prática clínica associada à engenharia de tecidos quanto em associação a fatores 

exógenos ou moleculares, que através de alguma via regulam o processo de 

diferenciação osteoblástica (Tang et al. 2010; J. Yang et al. 2010; Hu e Olsen 2016; D. 

Chen e Wang 2017). Nos modelos experimentais in vitro, a diferenciação da célula-

tronco mesenquimal para a linhagem osteogênica requer basicamente meio 

suplementado com soro fetal bovino, ácido ascórbico, -glicerofosfato e dexametasona, 

o que resultará, posteriormente, em aumento da atividade de fosfatase alcalina e 

deposição mineral de cálcio (Augello e De Bari 2010). No decorrer do processo de 

diferenciação osteogênica existem alguns marcadores, tais como os fatores de 

transcrição, expressos em etapas específicas da diferenciação celular a fim de garantir 

que a célula imatura alcance sua maturidade para o exercício de suas metas funcionais 

(Fakhry, 2013). 

A diferenciação osteoblástica in vitro é, conceitualmente, dividida em três 

períodos principais: proliferação, maturação da matriz extracelular e mineralização. 

Entre os períodos existem duas fases de transição: a finalização do período 
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proliferativo e o aumento da expressão de genes que engatilham o processo de 

mineralização (Quarles, Yohay, Lever, Caton, & Wenstrup, 2009). Durante o processo 

de diferenciação e maturação dos osteoblastos ocorre a síntese de proteínas ósseas 

específicas, como colágeno tipo I, proteína que garante estabilidade térmica e 

resistência mecânica (Shoulders e Raines 2009), fosfatase alcalina, expressa logo no 

início do desenvolvimento ósseo e envolvida na mineralização biológica ao aumentar a 

disponibilidade de fosfato livre (Simão et al., 2007); osteopontina, componente das 

matrizes extracelulares mineralizadas e expressa em vários tecidos, como ossos e 

dentes (Sodek, Ganss e McKee 2000); sialoproteína óssea, proteína extracelular 

expressa no início da mineralização óssea com potencial de nucleação dos cristais de 

hidroxiapatita (Ganss, Kim e Sodek 1999) e osteocalcina, a mais abundante proteína 

não-colágena do osso, importante para o metabolismo ósseo e utilizada como 

marcador de remodelação (Hoang, Sicheri, Howard, & Yang, 2003). Tais proteínas são 

frequentemente utilizadas como marcadores para o estudo dos estágios de 

desenvolvimento dos osteoblastos, visto que a expressão segue uma hierarquia 

cronológica (Nefussi, Brami, Modrowski, Obcuf, & Forest, 1997). 

Uma ampla variedade de fatores locais e sistêmicos é considerada capaz de 

regular a proliferação e diferenciação dos osteoprogenitores, um processo que é 

caracterizado por uma série de eventos celulares e moleculares e distinguido pela 

expressão sequencial de genes associados aos osteoblastos, fatores de transcrição, 

proteínas relacionadas ao ciclo celular, moléculas de adesão e proteínas de matriz 

(Aubin, 2001). Alguns estudos já relataram a existência de uma diversidade de 

receptores presentes em células osteoblásticas de linhagens in vitro, o que a torna 
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biologicamente competente para responder à ação de mediadores que podem atuar 

através desses receptores modulando a atividade intracelular (Pun, Lau e Ho 2009; 

Orwoll et al. 1991). Tais achados demonstram que a diferenciação osteoblástica pode 

ser mediada por fatores locais e sistêmicos devido à expressão de receptores 

específicos na superfície celular do osteoblasto, como já demonstrado em alguns 

modelos experimentais (Castillo et al. 2014; Contaldo et al. 2014; Lin et al. 2014; 

Moriya et al. 2015). 

O sistema nervoso autônomo, através de seus neurotransmissores, também 

constitui um dos fatores sistêmicos de regulação do metabolismo ósseo (Togari, 2002). 

Alguns trabalhos evidenciam que as células ósseas apresentam receptores para vários 

fatores, assim denominados, neuro-osteogênicos, propondo que moléculas 

sinalizadoras no sistema nervoso podem participar no controle do metabolismo ósseo 

(Togari e Arai 2008). 

Estudos prévios identificaram em culturas de células osteoblásticas a presença 

de receptores adrenérgicos, os quais medeiam muitas das respostas fisiológicas as 

catecolaminas endógenas (Moore, Smith, Bailey, Voelkel, & Tashjian, 1993). A 

existência desses receptores adrenérgicos na superfície dos osteoblastos bem como o 

potencial de interação desses receptores com substâncias agonistas e antagonistas 

foram descritos em diversos trabalhos. De acordo com Suzuki et al. (1999) a epinefrina, 

agonista adrenérgico não-seletivo, é apontada como um potente agente mitogênico em 

celular MC3T3-E1, sendo possível que um dos mecanismos envolvidos nessa resposta 

seja a estimulação da síntese de DNA e consequentemente ao aumento da 

proliferação celular. Outros trabalhos demonstraram respostas mediadas pelos 
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receptores -adrenérgicos. Takeuchi et al. (2001) mostraram que um estímulo 

-adrenérgico levou à maior 

expressão de mediadores ligados a osteoclastogênese. Outros autores avaliaram o 

-adrenérgico não específico, 

administrada subcutaneamente, o que levou a uma diminuição do volume do 

trabeculado femoral (Kondo & Togari, 2011). Neste sentido é possível observar a 

integração neuro-osteogênica, mediada principalmente pelo sistema nervoso simpático 

e sua atuação periférica via receptores adrenérgicos. 

No estudo de Pierroz et al. 2012a foi demonstrado que os receptores 1 e 2 

tem efeitos opostos em camundongos knockout para tais receptores (Adrb1 , 

Adrb2 , Adrb1b2 ) quando submetidos a estímulos mecânicos, sendo os receptores 

1 relacionados a respostas anabólicas de crescimento e em resposta a carga, 

enquanto receptores 2 foram relacionados a reabsorção óssea, prejudicando a 

microarquitetura tecidual, o que corrobora com os estudos de Bonnet, Pierroz e Ferrari 

(2008) que confirmou os efeitos catabólicos mediados pelo receptor 2.  

Dentre os estudos acerca dos efeitos mediados pelos agonistas adrenérgicos 

surgiram trabalhos que propõem que os antagonistas adrenérgicos são capazes de 

reverter os efeitos deletérios causados pelo agonista correspondente (Bonnet, Pierroz, 

e Ferrari 2008). Esta proposta corrobora com os resultados obtidos em um estudo de 

coorte, no qual evidenciou-se uma redução no risco de fraturas de quadril em pacientes 

que faziam uso de -bloqueadores adrenérgicos (Ruths et al., 2015). 

Diante da possível perda óssea indu -adrenérgicos, alguns 

-bloqueadores poderiam ser utilizados como agentes anti-
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catabólicos para o tratamento ou prevenção de desordens que levam a perda de 

massa óssea (Ma et al., 2011b). Dessa forma, o presente trabalho consistiu em avaliar 

o papel do receptor adrenérgico sobre o metabolismo ósseo de células-tronco 

mesenquimais estromais derivadas da medula óssea de ratos normotensos e 

hipertensos. Para tanto foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e 

que, além de serem hipertensos, apresentam desordens ósseas, condições que podem 

estar associadas à hiperatividade do sistema nervoso simpático nestes animais (Touw 

et al. 1980; Landim de Barros et al. 2016).
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2 PROPOSIÇÃO 

Como já abordado acima, diversos fatores podem regular a diferenciação 

osteoblástica. É sabido que estímulos adrenérgicos têm ação sobre a atividade de 

osteoblastos, entretanto trabalhos que avaliem o papel dos receptores adrenérgicos 

envolvidos no referido processo de diferenciação osteogênica de precursores 

mesenquimais oriundos da medula óssea ainda são em animais espontaneamente 

hipertensos são raros. Neste sentido, o presente trabalho propõe avaliar o papel dos 

receptores -adrenérgicos no processo de diferenciação osteoblástica in vitro frente a 

um estímulo simpatomimético, um antagonista -adrenérgico em cultura de células 

tronco da medula óssea de ratos espontaneamente hipertensos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel do receptor -adrenérgico 

sobre o metabolismo ósseo de células-tronco mesenquimais estromais derivadas da 

medula óssea de ratos espontaneamente hipertensos e normotensos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Para cumprir o objetivo proposto dispomos das seguintes estratégias: 

a) Avaliar o papel dos receptores 1 e 2 adrenérgicos sobre a diferenciação 

osteoblástica de células-tronco mesenquimais estromais in vitro de animais 

normotensos e espontaneamente hipertensos;

b) Avaliar parâmetros bioquímicos da diferenciação osteogênica dos grupos 

experimentais nos dias 7, 10 e 14 utilizando ensaio de MTT para avaliação da 

proliferação celular, dosagem da atividade de fosfatase alcalina e dosagem de 

conteúdo de proteínas totais. 

c)  Avaliar a mineralização biológica por Alizarina Vermelha S no dia 14. 

d) Avaliar parâmetros moleculares da diferenciação osteogênica no dia 7 

utilizando a análise da expressão do RNA para os marcadores relacionados: Runx2, -

catenina e osterix; osteocalcina, osteopontina, sialoproteína óssea e proteína 

morfogenética óssea. 

e) Avaliar a atividade de metaloproteinase 2 nas células osteoblásticas tratadas 

e não tratadas com antagonistas adrenérgicos.
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f) Avaliar a fosforilação das proteínas da via MAPK envolvidas na diferenciação 

osteogênica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Foram utilizados ratos SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) e ratos Wistar, 

adultos (70 dias), oriundos do Biotério do Departamento de Ciências Básicas, da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP. Os animais Wistar e SHR foram 

mantidos em salas separadas, com umidade e temperatura controlada (22 ± 1ºC), ciclo 

claro/escuro (12/12 horas), 3-4 animais por caixa plástica forradas com maravalha, 

consumindo o mesmo tipo de ração (Labina, Nestlé, Brasil) e água potável ad libitum. 

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão Local de Ética para 

Experimentação Animal (Protocolo CEUA/FOA nº 00686-2016) 

 

4.2 Obtenção de cultura de células mesenquimais estromais derivadas da medula 

óssea (CME-MO) 

O método de obtenção da cultura de CME-MO baseia-se na sua capacidade de 

aderência em superfície plástica, como previamente descrito (Friedenstein, 

Chailakhyan, Latsinik, Panasyvk, & Keiliss-Borok, 1974). Os animais foram 

eutanasiados por overdose de anestésico inalatório (isoflurano) e borrifados com 

solução de gluconato de clorexidina 2%, para fins assépticos. A pele dos membros 

inferiores foi removida, no intuito de evitar contato o pelo do animal (fonte de 

contaminação), posteriormente os fêmures foram dissecados a partir da articulação do 

joelho até a articulação coxofemoral, cuidadosamente, não comprometendo a 

integridade dos ossos, os quais foram mantidos em meio de cultura contendo 5 vezes a 

concentração normal de antibióticos, até os próximos procedimentos. O meio de cultura 
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utilizado neste trabalho compreende o Meio Essencial Mínimo Eagle (MEM, Sigma-

Aldrich©, St. Luis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco©, 

Grand Island, NE, USA), L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sódio 3,7 g/mL e os 

antibióticos Penicilina G 100 U/mL (Sigma©) e ©).  

O material coletado foi levado para o fluxo laminar, onde os fêmures foram 

limpos dos tecidos adjacentes. As epífises foram então cortadas e a medula óssea 

coletada em meio de cultura com auxílio de uma agulha (40 x 1,2 mm) acoplada à 

seringa de 20 mL. A medula coletada foi desagregada e a suspensão celular, 

centrifugada, ressuspendida e dividida em frascos de cultura de 75 cm² (Corning Inc., 

USA) contendo 15 mL de meio de cultura, as quais foram mantidas em atmosfera e 

temperatura controlada (CO2 5%, 37 °C). A primeira troca do meio de cultivo foi 

realizada após 24 horas com lavagem dos frascos de cultura com tampão salino fosfato 

(pH 7,4). As demais trocas foram feitas a cada 3 dias. Ao atingir a sub confluência (70-

80%) as culturas primárias foram gentilmente lavadas com tampão salino fosfato (pH 

7,4) e tratadas com solução de tripsina 0,25% e EDTA 1 mM (Gibco©) para obtenção 

de suspensão celular que foi plaqueada em placas de cultura celular de 24 poços 

(Corning Inc., USA) na densidade de 40000 células/cm². Todos os experimentos 

seguintes foram realizados com a subcultura (primeira passagem). As culturas foram 

realizadas separadamente e por etapas, para que sejam comparados posteriormente 

os resultados com células oriundas de ratos SHR e de ratos Wistar. Os procedimentos 

de cultivo celular e análise dos parâmetros de diferenciação celular serão os mesmos. 
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4.2.1 Indução osteogênica 

Após as culturas atingirem subconfluência (70-80%), na placa de 24 poços, a 

diferenciação osteogênica foi induzida pela adição do meio osteogênico, que 

©), 

-glicerofosfato 10 mM (Sigma©) e dexametasona 10-8M (Sigma©), indutores 

osteogênicos clássicos. Todos os grupos experimentais, com exceção do grupo 

controle, receberão a indução osteogênica com ou sem os demais tratamentos 

concomitantemente, conforme o delineamento experimental. 

 

4.2.2 Bloqueio dos receptores adrenérgicos 

 A partir de uma concentração pré-estabelecida através de ensaios de 

citotoxicidade prévios (MTT), foram adicionados os -bloqueadores adrenérgicos 

Nebivolol (bloqueador 1 seletivo), na concentração de 0,1 µM e Carvedilol 

(antagonista adrenérgico não-seletivo), na concentração de 1µM às culturas, as quais 

foram tratadas desde o dia 0 até o final do 14º dia, com troca do meio a cada três dias. 

 

4.2.3 Estímulo com isoprenalina

O estímulo nas células foi realizado com Isoprenalina (agonista -adrenérgico 

não seletivo) na concentração de 0,01 µM após 1h de bloqueio com os respectivos 

agentes antagônicos (Carvedilol e Nebivolol). Tal experimento foi realizado para fim de 

elucidar se o efeito isolado dos antagonistas seria similar na presença de uma droga 

agonista do receptor -adrenérgico .  
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4.3 Avaliação da diferenciação osteogênica

Nas placas de cultura de 24 poços foram organizados os 8 grupos 

experimentais: Grupo Wistar: 1) Meio controle (WMC); 2) Meio osteogênico (WMO); 3) 

MO + Carvedilol (WCv); 4) MO + Nebivolol.(WNb). Grupo SHR: 1) Meio controle (SMC); 

2) Meio osteogênico (SMO); 3) MO + Carvedilol (SCv); 4) MO + Nebivolol.(SNb). 

Os grupos tratados com isoprenalina foram delineados da seguinte forma: Meio 

controle (MC); 2) Meio osteogênico (MO); 3) MO + Isoprenalina; 4) MO + Carvedilol + 

Isoprenalina; 5) MO + Nebivolol + Isoprenalina.

 

4.3.1 Avaliação da proliferação celular 

A proliferação celular foi avaliada nos dias 7, 10 e 14, a partir do início dos 

tratamentos, pelo ensaio do MTT. O meio será 

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 0,5 mg/mL em meio 

de cultura sem soro fetal bovino), seguido de incubação de 2 horas em temperatura e 

atmosfera controlada (37 ºC, 5% CO2). Posteriormente a solução de MTT foi removida 

e o formazan intracelular foi liberado/solubilização com 1 mL de etanol. As placas foram 

agitadas por 5 minutos e a absorbância da solução foi mensurada em 570 nm. 

 

4.3.2 Análise do conteúdo de proteínas totais 

Para determinação do conteúdo de proteínas total foi utilizado um ensaio 

colorimétrico, com metodologia adaptada de Lowry (Lowry, 1951). Resumidamente, um 

homogenato da cultura foi preparado com tampão de lise, o qual foi adicionado no 

volume de 0,5 mL a cada poço (solução de sódio dodecil sulfato 1%). A amostra foi 
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então incubada por 10 minutos com solução de Lowry modificada (carbonato de sódio 

2%, hidróxido de sódio 0,1 M, sulfato de cobre 0,5%, citrato de sódio 1%) e 

posteriormente foi adicionado o reagente Follin na proporção 1:1 seguido por 

incubação de 30 minutos. A absorbância foi determinada a 660 nm e a quantidade de 

proteínas totais foi determinada a partir de uma curva padrão de albumina. 

 

4.3.3 Análise da atividade específica de fosfatase alcalina 

Para análise da atividade de fosfatase alcalina presente na membrana das 

células foi realizado o processo de lise celular com solução de sódio dodecil sulfato 1%, 

resultando em um homogenato de células. Foram utilizados 50 µL de cada amostra, 

adicionadas a tubos de ensaios contendo um mix de cofatores de reação (MgCl2; 

Glicina e água 1:1:7, respectivamente) em banho-maria a 37oC. Após incubação por 2 

minutos, adicionou-se 25 µL de p-nitrofenilfosfatato a 0,05 M. Após 30 minutos, a 

reação foi finalizada com NaOH 1 M. O conteúdo dos tubos de ensaio foi transferido 

para placas de leitura, onde determinou-se a absorbância a 405 nm. Os resultados 

foram calculados e normalizados de acordo com a concentração de proteínas 

correspondente a cada amostra. 

 

4.4 Análise de expressão gênica por RT-qPCR em tempo real 

4.4.1 Coleta das amostras 

Para a análise de expressão gênica por RT-qPCR foi necessária a coleta das células 

aderidas ao poço no dia 7, utilizando reagente Trizol. Após a raspagem do poço para 

coleta das células, as amostras foram armazenadas em -80ºC até proceder a análise. 
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4.4.2 Extração e quantificação do RNA total 

Para a extração do RNA o volume de Trizol LS foi completado a 1 mL e 

adicionou-se bo. Na sequência, os 

tubos foram vigorosamente agitados por 30 segundos em vórtex, e logo após, mantidos 

em repouso por 5 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras 

foram centrifugadas a 13.000 g a 4ºC por 15 minutos e a fase translúcida foi então 

coletada em tubos de 1,5 mL e mantida em gelo picado. Para precipitação do RNA, 

adicionou-se 1 mL de isopropanol (Merck Millipore) gelado, para cada mL de fase 

aquosa coletada. As amostras foram mantidas a -20 ºC overnight, e posteriormente os 

tubos foram centrifugados a 13.000 g, a 4ºC por 15 minutos, para obtenção do 

precipitado que foi então ressuspendido em etanol 70% (Merk Millipore), e centrifugado 

novamente a 7.500 g, 4ºC, 5 minutos. Todo o sobrenadante foi desprezado e os tubos 

ficaram em temperatura ambiente por 5 minutos para evaporação do álcool residual. O 

precipitado formado foi dissolvido em 15

(DEPC - AppliedBiosystems Life Technologies).

U  foi retirada e diluída 

DEPC, para quantificação por espectrofotometria. Foram consideradas as leituras nos 

comprimentos de onda de 260 nm (para ácidos nucleicos) e 280 nm (para proteínas) e 

a razão 260/280, para verificar a pureza das amostras, foi considerada satisfatória 

quando entre 1,8 e 2,1. Com o propósito de eliminar a contaminação por DNA 

genômico, as amostras foram tratadas com DNAse I (Sigma Aldrich).  
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4.4.3 Síntese do DNA complementar e reação em cadeia da polimerase em 

tempo real 

O DNA complementar (DNAc) foi sintetizado a partir de 1 

reação de transcrição reversa, utilizando uma transcriptase reversa High Capacity Kit 

RNA-to-cDNA (Applied BiosystemsTM, Themo Fisher Scientific). A quantificação 

comparativa da expressão do RNAm para os diferentes alvos foi realizada por meio de 

reações de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Taqman® (AppliedBiosystems 

-Time PCR System 

(AppliedBiosystems Life Technologies). Para esta reação foram utilizados primers e 

sondas inventoriadas marcadas com fluoróforo FAM conforme recomendação do 

fabricante para os alvos descritos na tabela 1. 
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Tabela 1 - Relação dos ensaios TaqManTM utilizados 

Fatores de transcrição 

Runx2 runt-related transcription factor 2 Rn01512298_m1 

Osx/Sp7 osterix/Sp7 transcription factor Rn02769744_s1 

Bcatn -catenin/cadherin associated protein beta 1 Rn00584431_g1 

Marcadores de formação óssea 

Opn/Spp1 osteopontin/secreted phosphoprotein 1 Rn00681031_m1 

Ocn/Bglap osteocalcin/bone gamma-carboxyglutamate protein Rn00566386_g1 

Bsp/Ibsp bone sialoprotein/integrin-binding sialoprotein Rn00561414_m1 

Bmp2 bone morphogenetic protein 2 Rn00567818_m1 

-adrenérgicos 

 Adrb1 adrenoreceptor beta 1                                                    Rn00824536_s1 

 Adrb2 adrenoreceptor beta 2                                                    Rn00560650_s1 

Gene constitutive (housekeeping gene) 

 Actb beta actin                                                                       Rn00997869 m1 

 

Para verificar e selecionar a melhor eficiência da reação, foram realizadas 

diluições seriadas de um pool de DNAc das amostras (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), 

utilizando as concentrações do reagente Taqman® determinadas previamente. 

foram utilizadas juntamente com 

reagentes Taqman® Gene Expression Master Mix (AppliedByosistems Life 

Technologies), primers e sondas como determinado pelo fabricante, num volume final 

minutos a 95ºC e 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC, conforme 

recomendação do fabricante.  
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4.4.4 Análise dos dados de expressão gênica 

A determinação dos níveis de expressão dos genes alvos foi realizada pela 

quantificação relativa (RQ), utilizando a equação RQ= 2^- (Livak & Schmittgen, 

2001). Para a RQ de cada amostra, foi utilizado o valor de CT (cyclethreshold ou ciclo 

limiar), o qual representa o ponto em que o sinal de amplificação é detectável, tanto 

-actina). O valor do CT do gene 

constitutivo é subtraído do valor do CT do gene alvo 

a amostra de referência, e é 

encontrado  utilizado na fórmula do nível de 

expressão, onde o número 2 representa a somatória da eficiência do gene alvo e do 

constitutivo, considerando que ambos os genes possuem 100% de eficiência. 

 

4.5 Detecção e quantificação da mineralização biológica 

A avaliação da mineralização biológica foi realizada ao final de 14 dias. Os 

poços foram lavados três vezes com tampão salino fosfato (pH 7,4) aquecido a 37 °C e 

fixadas com formol tamponado neutro a 4%. Em seguida, as culturas foram coradas 

com vermelho de Alizarina S (Sigma©) (Solução de vermelho de Alizarina 0,02 g/mL; 

pH 4,2), que cora em vermelho as áreas de mineralização ricas em cálcio. As placas 

foram digitalizadas em scanner de mesa (Scanjet G2410 Flatbed Scanner, HP®) para 

obtenção de imagens macroscópicas das culturas. As imagens adquiridas serão 

processadas utilizando o software de edição de imagens Adobe Photoshop CS6 

(Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA, versão 13.0 para Windows) para ajuste de 
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brilho e contraste, e a porcentagem de área marcada foi determinada utilizando o 

software de análise ImageJ (v.1.47, National Institutes of Health, Bethesda, MD; USA).  

 

4.6 Análise da atividade de metaloproteinase de matriz (MMP-2) 

A atividade de MMP-2 foi analisada no dia 7, no sobrenadante da cultura celular 

através da zimografia em gel gelatina como previamente descrito (Chaves Neto et al., 

2018a). Brevemente, um tampão não-redutor (0.05% azul de bromofenol, 10% SDS, 

1.5M Tris, 50% glycerol) foi adicionado a todas as amostras antes de serem 

adicionadas ao gel. Quantidades iguais de proteínas foram administradas nos géis 10% 

poliacrilamida contendo 0.8% de gelatina a 4ºC. Os géis foram renaturados em 2% de 

solução Triton-X e incubadas em 50 mM Tris-HCl / 10 mM de tampão cloreto de cálcio 

pH 7.4 por 12 horas em 37ºC. Os géis foram lavados com água deionizada duas vezes 

e incubados por uma hora com corante Comassie blue (10% ácido acético, 30% 

metanol, 0.5% Comassie Blue) e depois descorados (30% metanol e ácido acético 

10%). Os géis foram escaneados em escala de cinza, a cor das imagens foi invertida 

no software Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Inc., São José, CA, USa) e a 

quantificação das bandas foi realizada utilizando o software Image J (v.1.47, National 

Institutes of Health, Bethesda, MD; USA).   

 

4.7 Análise por Western Blot 

Após alcançar o sétimo dia dos respectivos tratamentos as culturas celulares 

foram coletadas e lisadas com tampão de lise [Tris HCl 50 mM (pH 7,4), Tween 20 1%, 

deoxicolato de sódio 0,25%, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, Na3VO4 1 mM, NaF 1 mM e 
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inibidores de proteases (aprotinina 1 µg/ml, leupeptina 10 µg/ml e PMSF 1 mM) e 

deixadas em banho de gelo por 2 h com agitação em vortex a cada 15 minutos. Em 

seguida o extrato foi clarificado por centrifugação a 16.000 rpm por 25 minutos e a 

concentração de proteína determinada pelo Método de Lowry (Lowry, Rosebrough et 

al. 1951). O precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado o tampão de 

amostra na proporção de 1:1 [Tris  HCl 100 mM (pH 6,8), DTT 200 mM, SDS 4%, azul 

de bromofenol 0,1 % e glicerol 20%]. As amostras foram aquecidas por 5 min e 

aplicadas em gel de poliacrilamida (10 %) contendo SDS (SDS-PAGE). Após a corrida, 

realizou-se a transferência para membranas de PVDF. As membranas foram 

bloqueadas com leite (5%) preparado em tampão Tris contendo tween 20 (0,05%) - 

TBST e incubadas overnight com os anticorpos primários (p-ERK1/2Thr202/Tyr204,  

pSAPK/JNKThr183/Tyr185, p- -actina  Santa Cruz 

Biotechnology) diluídos 1:500. Em seguida as membranas foram lavadas com TBST e 

incubadas com anticorpos secundários anti-mouse ou anti-coelho (1:1000) por 1h. 

Após lavagem das membranas com TBS, as bandas foram detectadas por 

quimioluminescência. Os filmes radiográficos foram digitalizados com resolução de 

1200 dpi e as bandas foram quantificadas através da análise densitométrica usando o 

software Image J (v.1.47, National Institutes of Health, Bethesda, MD; USA).   A 

-actina da mesma 

amostra. 
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4.8 Análise Estatística 

A normalidade dos dados foi determinada a partir da análise de variância de um 

fator (one-way ANOVA), seguido de teste post hoc de Dunnet para comparação entre 

os tratamentos experimentais dentro da mesma espécie (Wistar ou SHR). 

Os gráficos representam os dados como a média e o erro padrão da média 

(SEM, standard error of the mean) Os níveis de significância são indicados pelo valor 

ajustado de p, como *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 e ****: p<0001. As análises 

foram realizadas no software estatístico Graph Pad Prism v7.0 (GraphPad Software 

Inc.; San Diego, Califórnia, USA) 
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RESULTADOS 
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5 RESULTADOS 

5.1 Isoprenalina, Carvedilol e Nebivolol não são citotóxicos em células tronco 

mesenquimais de Wistar e SHR. 

O ensaio de MTT (fig. 1A) demonstrou redução na viabilidade das células de 

Wistar e SHR, promovidas pela introdução do meio osteogênico. O tratamento com 

isoprenalina também reduz tal parâmetro. A adição de -bloqueadores alterou a 

viabilidade celular em relação à isoprenalina de maneira sutil, sem grandes alterações 

ao longo dos períodos em ambas as linhagens, demonstrando que não há efeitos 

citotóxicos comprometedores das drogas sobre a cultura. 
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 Figura 1: Taxa de viabilidade celular de células tronco mesenquimais de ratos 
normotensos e espontaneamente hipertensos durante a diferenciação osteogênica nos 
grupos tratados com Carvedilol e Nebivolol associados à isoprenalina. A taxa de 
proliferação celular foi avaliada durante os dias 7, 10 e 14 da diferenciação osteogênica pelo 
ensaio de MTT. Os resultados foram mostrados como a média ± erro padrão da média de cada 
grupo (n=3). Foi utilizado o teste one-way ANOVA para a comparação entre os grupos dentro 
do mesmo período e espécie com teste post-hoc de Dunnet. Valores significativos estão 
representados por* (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), e **** (p<0.0001).

 

5.2 O trat -bloqueadores reduz a atividade de fosfatase alcalina de 

células osteoblásticas de ratos Wistar

A avaliação da atividade específica de fosfatase alcalina demonstrou, no período 

inicial, maior atividade enzimática no grupo SC (fig. 2A). Entretanto, a diferença não 

perdura no período intermediário. Quando as células recebem o estímulo para 

diferenciação ocorre aumento da atividade enzimática no grupo WMO no período 

inicial, enquanto no grupo SMO ocorre uma redução significativa que é mantida ao 

longo dos períodos. O tratamento com isoprenalina reduz a fosfatase alcalina na 

linhagem de células wistar nos dois primeiros períodos, e ao final de 14 dias apresenta 
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um aumento significativo. A adição dos -bloqueadores reverte tal resposta ao final de 

14 dias e, em 7 dias, o Carvedilol corrigiu a redução na atividade enzimática. Nas 

células de SHR, a Isopenalina proporciona aumento da atividade de fosfatase alcalina 

no período intermediário. A adição de Nebivolol inibe essa resposta neste mesmo 

período e, em 7 dias, é capaz de reverter a redução causada pela Isoprenalina. 
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Figura 2: Atividade específica de fosfatase alcalina de células tronco mesenquimais de 
ratos normotensos e espontaneamente hipertensos durante a diferenciação osteogênica 
nos grupos tratados com antagonistas Carvedilol e Nebivolol associados à isoprenalina. 
A taxa de proliferação celular foi avaliada durante os dias 7, 10 e 14 da diferenciação 
osteogênica pelo ensaio de MTT. Os resultados foram mostrados como a média ± erro padrão 
da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o teste one-way ANOVA para a comparação entre 
os grupos dentro do mesmo período e espécie com teste post-hoc de Dunnet. Valores 
significativos estão representados por , * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), e **** (p<0.0001). 
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5.3 O bloqueio 

ratos normotensos 

Na observação microscópica após coloração com Vermelho de Alizarina, é 

possível notar diferenças na monocamada de células do grupo SC, em relação ao WC 

(fig. 3 A-H). No grupo WMO, nota-se intensa deposição mineral, marcada em vermelho 

pela coloração. Tais achados foram comprovados posteriormente pela quantificação da 

significativamente a deposição mineral nas células de animais normotensos, enquanto 

que as células de SHR não demonstraram diferenças significativas entre grupos, o que 

corrobora com os resultados observados no ensaio de fosfatase alcalina. 
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Figura 3: Mineralização biológica avaliada com o vermelho de Alizarina S. A mineralização 
biológica foi avaliada em ambas as linhagens de animais ao final do 14º dia de diferenciação 
osteogênica, com a coloração por vermelho de alizarina S e posterior escaneamento e 
quantificação das imagens utilizando o software ImageJ para detecção e quantificação da área 
corada em vermelho. As imagens das culturas foram obtidas a partir de sistema de captura de 
imagens acoplado a um microscópio invertido de contraste de fase em aumento de 10x. 
Imagens representativas dos grupos: (A) WC, (B) WMO, (C) WCV, (D) WNB, (E) SC, (F) SMO, 
(G) SCV, (H) SNB. (I): Quantificação da mineralização baseado na captura da área corada em 
vermelho através do software Image J. Os resultados foram mostrados como a média ± erro 
padrão da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o teste one-way ANOVA para a 
comparação entre os grupos dentro do mesmo período e espécie com teste post-hoc de 
Dunnet. Valores significativos estão representados por  **** (p<0.0001). 
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5.4 O tratamento com Nebivolol reduz a expressão gênica do receptor Adrb1 e 

Adrb2 em osteoblastos de Wistar 

e 2 adrenérgicos no 7º dia de diferenciação 

osteogênica foi avaliada nos grupos sem o tratamento prévio com a Isoprenalina.para 

compreender a expressão gênica dos receptores sem o estímulo de um agente 

agonista. foi maior nos grupos WMO e SMO, 

comparados aos controles (fig. 4A). O tratamento com Nebivolol foi capaz de reduzir a 

, apenas nas células de animais 

Wistar. A -adrenérgico não foi alterada nos grupos WMO e 

SMO, comparados aos respectivos controles, entretanto, o tratamento com Nb reduziu 

sua expressão em ambas as linhagens de células. 
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Figura 4:  e 2 
adrenérgico (Adrb1 e Adrb2). A expressão gênica do Adrb1 e Adrb2 foi avaliada no 7º dia 
após o início dos tratamentos, por RT- -actina foi utilizado como 
controle endógeno para normalização dos demais alvos e as células de animais Wistar em 
meio controle foi considerado o grupo calibrador para os demais grupos.  Os resultados foram 
mostrados como a média ± erro padrão da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o teste 
one-way ANOVA para a comparação entre os grupos dentro do mesmo período e espécie com 
teste post-hoc de Dunnet. Valores significativos estão representados por * (p<0.05), *** 
(p<0.001), e **** (p<0.0001).  
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5.5 O -adrenérgicos reduz a expressão dos fatores de 

transcrição envolvidos na diferenciação osteoblástica  

Posteriormente, no intuito de melhor compreender o efeito do Carvedilol e do 

Nebivolol mediante estímulo da Isoprenalina na diferenciação, avaliamos a expressão 

gênica de fatores de transcrição relacionados a diferenciação osteogênica, Runx2, 

Osterix e -catenina (fig. 5). A Isoprenalina aumenta a expressão de todos os fatores 

-catenina em células 

WIstar. O tratamento prévio com Carvedilol reduz Runx2 em ambas as espécies, reduz 

Osterix apenas em Wi -catenina apenas em SHR. O tratamento com Nebivolol 

reduz Runx2 e Osterix apenas em WIstar. 
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Fig. 5: -catenina 
nos grupos tratados com antagonistas Carvedilol e Nebivolol associados à isoprenalina. 

-catenina foi avaliada no 7º 
dia, após o início dos tratamentos, por RT- -actina foi utilizado 
como controle endógeno para normalização dos demais alvos e as células de animais Wistar 
em meio controle foi considerado o grupo calibrador para os demais grupos.  Os resultados 
foram mostrados como a média ± erro padrão da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o 
teste one-way ANOVA para a comparação entre os grupos dentro do mesmo período e espécie 
com teste post-hoc de Dunnet. Valores significativos estão representados por * (p<0.05), ** 
(p<0.01), *** (p<0.001), e **** (p<0.0001).
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5.6 O bloqueio de recep -adrenérgicos reduz a expressão gênica de 

proteínas relacionadas à diferenciação osteogênica in vitro 

Assim como os fatores de transcrição, as proteínas de matriz apresentaram 

expressão aumentada nos grupos WMO e SMO (fig. 6), e relação aos respectivos 

controles. A Isoprenalina aumenta a expressão de Opn, Ocn e BSP nas células de 

animais Wistar, e em SHR aumenta apenas Ocn. O tratamento com Carvedilol corrige 

o aumento das proteínas mediado pela Isopenalina nas células de Wistar e nas células 

de SHR que tiveram a expressão de Ocn aumentada pela Isoprenalina. Na expressão 

de Opn, o Carvedilol mediou aumento de sua expressão nas células de SHR. Em 

relação ao Nebivolol, apenas nota-se redução da expressão de BSP em células de 

SHR. 
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Fig. 6: Quantificação relativa (RQ) da expressão gênica de fosfatase alcalina (Alp), 
Osteopontina (Opn), Osteocalcina (Ocn) e Sialoproteína óssea (Bsp) nos grupos tratados 
apenas com antagonistas Carvedilol e Nebivolol (A-D) e associados à isoprenalina (E-G). 
As proteínas relacionadas ao processo de diferenciação osteogênico foram avaliadas no 7º dia, 
após o início dos tratamentos, por RT- -actina foi utilizado como 
controle endógeno para normalização dos demais alvos e as células de animais Wistar em 
meio controle foi considerado o grupo calibrador para os demais grupos.  Os resultados foram 
mostrados como a média ± erro padrão da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o teste 
one-way ANOVA para a comparação entre os grupos dentro do mesmo período e espécie com 
teste post-hoc de Dunnet. Valores significativos estão representados por * (p<0.05), ** (p<0.01), 
*** (p<0.001), e **** (p<0.0001). 
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-adrenérgico reduz a atividade de MMP-2 em células de 

animais normotensos 

No 7º dia após o início da diferenciação osteogênica foi avaliada a atividade de 

MMP-2 no sobrenadante das células em cultura tratadas apenas com os antagonistas 

adrenérgicos (fig. 7). Não observamos aumento nos grupos com MO, em relação aos 

controles, no período avaliado. O tratamento com Cv não levou a alterações na 

atividade da enzima, entretanto, Nebivolol promoveu redução na atividade da enzima 

em células de animais Wistar. 
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Fig. 7: Atividade da MMP-2 no sobrenadante de células tronco mesenquimais oriundas 
de ratos normotensos e espontaneamente hipertensos após 7 dias de diferenciação 
osteogênica. A atividade de MMP-2 foi avaliada através do sobrenadante obtido das culturas 
ao final de 7 dias de diferenciação e tratamento. (A) Recorte da imagem original referente a 
posição das bandas de interesse (MMP-2), em escala de cinza e contrate automático. (B) 
Respectivos gráficos referentes as análises densitométricas, através do software Image J 
(v.1.47, National Institutes of Health, Bethesda, MD; USA). Os resultados são expressos como 
a média ± erro padrão da média de cada grupo (n=3). Foi utilizado o teste one-way ANOVA 
para a comparação entre os grupos dentro do mesmo período e espécie com teste post-hoc de 
Dunnet. Valores significativos estão representados por * (p<0.05) e ** (p<0.01).  
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5.8 O bloqueio do receptor 1 adrenérgico reduz a fosforilação das vias da MAPK 

Após 7 dias de diferenciação osteogênica procedeu-se a análise de proteínas 

fosforiladas da via da MAPK em células tratadas sem o agonista adrenérgico (fig. 8). 

No grupo WMO a fosforilação da p38 é reduzida em relação a WC, já grupo SMO 

observou-se redução de p-ERK, p-JNK e p-38, em relação a SC. Nas células de Wistar, 

o tratamento com Cv levou a redução significativa de p-ERK e p-JNK, enquanto o Nb 

reduziu apenas p-p38. Nas células de SHR não foi observado um perfil similar.

Fig. 8: Fosforilação das proteínas da sinalização MAPKs (pp38Thr180/Tyr182, 
pERK1/2Thr202/Tyr204, p-SAPK/JNKThr183/Tyr185) nas células-tronco mesenquimais da 
medula óssea após 7 dias da indução osteogênica por meio da técnica da Western Blot.
Os filmes foram digitalizados e tiveram suas bandas de interesse recortadas e quantificadas 
através da análise densitométrica utilizando o software Image J (v.1.47, National Institutes of 
Health, Bethesda, MD; USA). A expressão relativa da proteína alvo foi determinada em relação 
à -actina, usada como controle interno, da mesma amostra. Os resultados são expressos 
como média ± erro padrão da média, sendo (A): pp38Thr180/Tyr182, (B): 
pERK1/2Thr202/Tyr204 e (C): p-SAPK/JNKThr183/Tyr185. Amostras em triplicata foram 
analisadas. Foi utilizado o teste one-way ANOVA para a comparação entre os grupos dentro do 
mesmo período e espécie com teste post-hoc de Dunnet. Valores significativos estão 
representados por * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), e **** (p<0.0001). 
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DISCUSSÃO 
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6 DISCUSSÃO 

-

adrenérgicos na diferenciação osteogênica de células-tronco mesenquimais da medula 

óssea de ratos normotensos e espontaneamente hipertensos. Nossos resultados 

-adrenérgicos foi capaz de modular a 

expressão gênica de marcadores osteogênicos e o processo de mineralização 

biológica, especialmente em células de animais normotensos. Os experimentos 

-

adrenérgicos, entretanto, foi notado que sua participação era apenas um coadjuvante 

nas respostas, no sentido de que as respostas relevantes para alcançar o objetivo 

proposto eram mediadas principalmente pelos antagonistas, não sendo necessário 

portanto, o uso de Isoprenalina, A partir daí, os experimentos foram realizados 

utilizando apenas Carvedilol e Nebivolol, nas mesmas concentrações estabelecidas 

previamente, regidos pelo princípio de que é possível que exista um agonista 

adrenérgico endógeno na célula. 

-adrenérgicos no processo de formação e 

reabsorção óssea tem sido estudada buscando de elucidar os mecanismos envolvidos 

na integração neuro-osteogênica mediada pelo Sistema Nervoso Simpático. Estudos 

-adrenérgicos através do uso de 

antagonistas resulta em efeito protetor contra agonistas adrenérgicos, descritos como 

potenciais comprometedores do metabolismo ósseo (Majeska et al. 1992; Frediani et 

al. 1996). Segundo os estudos de Pierroz et al. (2012) utilizando camundongos 

nocautes para os receptores adrenérgicos, Adrb1 e Adrb2 exercem efeitos opostos no 
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metabolismo ósseo, sendo o primeiro mais relacionado aos efeitos anabólicos 

enquanto que o segundo atua predominantemente na regulação da reabsorção óssea. 

no processo de diferenciação osteogênica, similar ao demonstrado por nossos 

resultadosprimeira fase do processo de diferenciação celular é a proliferação das 

células, o que posteriormente contribuirá para uma estrutura densa para a formação de 

matriz (Owen et al., 1990).  

As células oriundas de ratos SHR demonstraram diferentes taxas de viabilidade 

celular em todos os grupos e períodos avaliados em relação às dos animais controle. 

Trabalhos prévios já demonstraram que fibroblastos isolados da aorta torácica e células 

musculares lisas de animais SHR apresentam hiperproliferação, levando a proposição 

de que células mesenquimais destes animais podem ser alteradas geneticamente em 

termos de proliferação (Battle, Arnal e Michel 1994). A introdução do meio osteogênico 

reduziu a viabilidade celular de ambas as linhagens em todos os períodos, o que pode 

ser explicado por estudos que demonstram que a proliferação das células não ocorre 

simultaneamente ao processo de diferenciação, ou seja, ao receber estímulos para se 

diferenciar, o processo de multiplicação celular é alterado em decorrência do 

comprometimento ao fenótipo de diferenciação (Brown, Hughes e Michell 2003).  

significativas nos parâmetros de viabilidade celular. Entretanto, o bloqueio não seletivo 

dos receptores adrenérgicos mediado pelo Carvedilol propiciou aumentou da 

viabilidade celular nas células de animais normotensos. Estudos recentes demostraram 

que o Carvedilol tem efeito protetor contra a morte celular induzida por peróxido de 
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hidrogênio em células tronco de medula óssea. Este efeito pode ser decorrente de suas 

propriedades antioxidantes, o que melhora a sobrevivência celular e o estresse 

oxidativo em microambientes celulares (M. Chen, Chen e Lin 2016).  

A fim de avaliar o processo da diferenciação celular, foi analisada a atividade de 

fosfatase alcalina, um marcador descrito como precursor da diferenciação 

osteoblástica. Esta enzima é expressa por células que se encaminham para a segunda 

fase do processo de formação óssea: a maturação da matriz extracelular (Owen et al. 

1990; Weinreb, Shinar e Rodan 2009). Tal característica é coerente com nossos 

resultados, visto que os períodos com maior atividade da enzima são os períodos 

iniciais, com destaque ao grupo WMO, que atinge um pico ao sétimo dia. As células 

oriundas de animais hipertensos não demonstraram mudanças significativas ao longo 

dos períodos estudados, possivelmente devido à maior atividade proliferativa dessas 

células, como já discutido acima.  

Estudos prévios investigaram o papel do propranolol (antagonista -adrenérgico 

não seletivo) administrado isoladamente em culturas de ROS 17/2.8. Os resultados 

demonstraram que tal antagonista é capaz de induzir per si modificações intracelulares 

que culminam em alterações no processo de diferenciação celular, sendo uma dessas, 

redução na atividade de fosfatase alcalina (Majeska et al., 1992). Nossos resultados 

-bloqueadores foi capaz de 

reduzir a fosfatase alcalina nas células de animais normotensos, principalmente o 

-adrenérgico, que acentuou esta resposta. Desta forma, é possível 

-adrenérgico pode estar envolvido na regulação da atividade 

enzimática de fosfatase alcalina em células de animais normotensos.   
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Seguindo a linha cronológica do processo, a terceira etapa da diferenciação 

osteogênica culmina na deposição de nódulos minerais, confirmando um estágio 

avançado de diferenciação celular (Owen et al., 1990). Nossos resultados refletem o 

padrão observado na atividade de fosfatase alcalina, na qual as células do grupo WMO 

foram capazes de formarem matriz mineral, ao contrário das células de SHR, que ao 

final de 14 dias ainda não demonstraram sinais de mineralização. Alguns autores 

associam a doença sistêmica inerente à linhagem hipertensa como possível cofator 

estimulante do turnover ósseo, gerando desordens osteometabólicas. (Barbagallo et al. 

1991; Izawa et al. 1985). Além disso, estudos que avaliaram a diferenciação 

osteoblástica de animais espontaneamente hipertensos demonstram que a espécie é 

detentora de um atraso biológico na deposição de nódulos minerais ao longo de 

processo de diferenciação osteoblástica, possivelmente em decorrência da matriz 

extracelular de baixa qualidade sintetizada pelas células oriundas desses animais 

(Chaves Neto et al. 2018; Landim de Barros et al. 2016). 

-adrenérgico reduziu parcialmente a 

mineralização das células dos animais Wistar. Isso demonstra que a redução de 

fosfatase alcalina apresentada por este grupo foi capaz de comprometer o processo de 

deposição mineral, porém, de maneira menos acentuada do que as células do grupo 

WNB. Tal receptor, apesar de ser descrito como pouco participativo no processo de 

remodelação óssea demonstrou ação diferencial em nosso estudo, principalmente nas 

células de animais normotensos (Gonzalez-Rozas, Dueñas-Laita e Perez-Castrillon 

2015). O receptor Adrb1 ainda tem seu papel pouco estudado no metabolismo ósseo. 

Grande parte dos autores atribuem os efeitos deletérios do SNS sobre o turnover ósseo 
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(Ma et al. 2011; Huang et al. 2009). Com a finalidade de elucidar o papel 

de tal receptor, os estudos de Swift et al. (2014) demonstraram que o tratamento com 

-adrenérgico) foi capaz de preservar a massa óssea de ratos 

com desuso de membros inferiores. Além disso, o tratamento reduziu a apoptose de 

osteócitos e protegeu a densidade mineral óssea. Este trabalho corrobora com nossos 

reduzida, demonstrando o papel fundamental desse receptor na homeostase mineral 

óssea. 

A fi -adrenérgico, foi caracterizada a 

-PCR em 

tempo real para análise de sua expressão gênica nas células de ambas as linhagens 

de animais. Como esperado, a indução osteogênica aumentou a expressão do receptor 

do tipo 1 em ambas as linhagens, visto que este receptor está relacionado com 

processos anabólicos na massa óssea (Pierroz et al. 2012; Ma et al. 2011). Alguns 

-adrenérgicos não é detectável em 

algumas linhagens de células osteoblásticas (Bonnet, Pierroz e Ferrari 2008). 

Entretanto, a literatura é controvérsia neste quesito, visto que trabalhos prévios já 

demonstraram a expressão do receptor tipo 1 em algumas linhagens e em células 

osteoblásticas humanas (Kellenberger et al. 1998; Togari et al. 1997). O tratamento 

enquanto que ambos os tratamentos não induziram mudanças nas células de SHR. A 

expressão gênica do Adrb2 foi reduzida com o Nebivolol. Estudos recentes mostraram 

que existe uma relação direta entre a expressão de ambos os receptores. 
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Experimentos com células de linhagem de cardiomiócitos de rato infectadas para super 

expressar ou reduzir a expressão de Adrb1 demonstraram que quando Arb1 está 

menos expresso, a expressão de Adrb2 é significativamente diminuída (Shu et al., 

2017). Além disso, Pierroz et al. (2012) relatou que a expressão de Adrb2 é reduzida 

em camundongos Arb1 -/-. 

Recentemente tem sido discutido a participação do receptor Axl na biologia 

óssea, relacionado principalmente à casos metastáticos. Tal receptor é pertencente à 

categoria de receptores de tirosina quinase e liga-se também à noradrenalina, um 

agonista adrenérgico (Fujimori et al., 2015). O receptor Axl pode estar mediando as 

respostas celulares do grupo SHR, visto que ele está amplamente envolvido no 

remodelamento vascular de ratos hipertensos (Korshunov, Daul, Massett, & Berk, 

2007). No entanto futuros estudos serão necessários para investigar a participação em 

nosso modelo SHR. 

A formação óssea é um processo complexo envolvendo a diferenciação da 

célula tronco mesenquimal para a célula osteoblástica. Este processo requer múltiplos 

passos mediados por vias moleculares reguladas por diferentes fatores de transcrição 

e proteínas de sinalização (Zhang, 2010). Runx2 é o primeiro fator de transcrição 

requerido para a linhagem osteoblástica, induzindo a diferenciação das células 

mesenquimais para a linhagem de osteoblastos imaturos (Komori, 2009). Osterix é o 

segundo fator de transcrição mais importante no processo diferenciação, sendo ele 

downstream ao Runx2 (Nakashima et al., 2002) -catenina é um cofator de transcrição 

downstream a via Wnt, além de ser essencial para a manutenção do fenótipo 

osteoblástico. A ausência deste fator nas células mesenquimais bloqueia a 
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diferenciação osteoblástica e encaminha as células para a diferenciação 

condroblástica. Portanto, Runx2 direciona a célula mesenquimal para a linhagem 

-catenina encaminham o pré-osteoblasto a 

osteoblasto imaturo garantindo que ele não se dirija à linhagem condrocítica (Komori, 

2006). Em nossos resultados é possível demonstrar que todas as células tratadas com 

meio osteogênico estão definitivamente em vias de diferenciação, apesar de evidentes 

as diferenças de expressão gênica de fatores relacionados ao processo entre as 

células de animais normotensos e espontaneamente hipertensos, como já 

demonstrado em trabalhos prévios do nosso grupo (Landim de Barros et al., 2016). O 

grupo WCv apresentou uma redução de todos os fatores de transcrição avaliados 

enquanto que no grupo SCv houve redução apenas de Runx2. O grupo WNb também 

apresentou redução da expressão de todos os fatores, diferente do grupo SNb, cuja 

redução foi apenas na expressão de Osx. Alguns trabalhos já associaram a 

-receptores aos fatores de transcrição expressos durante o processo 

de diferenciação osteogênica. Segundo Hajifathali et al. (2014) os receptores 

adrenérgicos controlam a resposta intracelular de PKA, responsável por fosforilar 

proteínas alvo como fatores de transcrição e kinases, modulando sua expressão. Desta 

forma, nossos resultados sugerem que os efeitos negativos na diferenciação 

-bloqueio podem ser devido a regulação negativa dos 

fatores de transcrição, principalmente nas células de animais normotensos, destacando 

um possível mecanismo que atua diferencialmente entre as linhagens. 

A diferenciação osteogênica compreende proteínas que demarcam os estágios 

do processo de maneira temporal, como por exemplo, a osteopontina, responsável pela 
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adesão celular e a osteocalcina, que se liga ao cálcio para promover deposição mineral 

(Ganss et al., 1999; Singh et al., 1999; Lian et al., 1998). Em nossos resultados é 

possível visualizar que Opn e Ocn estão aumentadas nos grupos WMO e SMO, 

entretanto, o tratamento com Carvedilol reduziu a expressão de Opn no grupo Wistar e 

o tratamento com Nebivolol não ocasionou mudanças. Isto sugere que para a 

expressão de Opn nas células de animais Wistar se faz necessário a expressão do 

receptor 2-adrenérgico. No metabolismo ósseo, Opn regula a sinalização do Adrb2 a 

nível intracelular fazendo com que aconteça possíveis aumentos na atividade 

osteoclástica e redução na atividade osteoblástica através da modulação do Adrb2. 

Portanto, a Opn pode ser um regulador chave da massa óssea através do tônus 

simpático (Nagao et al., 2011).  

A osteocalcina é uma proteína que se liga ao cálcio com a finalidade de 

promover deposição mineral (Lian et al., 1998). Nossos resultados mostraram aumento 

da expressão de Ocn apenas no grupo WMO. O tratamento com ambos os 

antagonistas foi capaz de modular e reduzir a expressão de Ocn apenas no grupo 

Wistar. Alguns autores relataram que o tratamento com antagonistas -adrenérgicos é 

capaz de induzir mudanças na expressão de c-fos, o que pode ter consequências na 

regulação de genes como osteocalcina, resultando em efeitos no crescimento e 

remodelamento ósseo (Kellenberger et al., 1998). 

A sialoproteína óssea (BSP) é um componente exclusivo de tecidos 

mineralizados, atuando como potencial nucleador de hidroxiapatita e um marcador 

específico da diferenciação osteoblástica (Ganss, Kim e Sodek 1999). Nossos 

resultados demonstraram o papel promotor e esperado para a BSP nas células do 
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grupo WMO, entretanto, o mesmo não foi observado no grupo SMO. O tratamento com 

-bloqueador seletivo resultou em significativa redução da expressão de BSP, 

sugerindo que o receptor Adrb1 é necessário para a expressão de BSP. 

Possivelmente, tal expressão é dependente de cAMP, o que já foi demonstrado por 

estudos utilizando tratamento com paratormônio (PTH) em células de linhagem ROS 

17/2.8 (Shimizu et al., 2006) 

A proteína morfogenética óssea (Bmp2) tem, como papel fundamental, induzir a 

diferenciação de células mesenquimais à linhagem osteoblástica e, consequentemente, 

promover a função e maturação osteoblástica (Rosen, 2009). Nossos resultados 

mostraram que ambos os grupos, WMO e SMO tiverem um aumento na expressão de 

Bmp2, porém menos pronunciado em SMO. Ambos os tratamentos com -

bloqueadores foram capaz de reduzir a expressão de Bmp2 apenas no grupo Wistar. 

Não foram encontradas evidências que associem a expressão de Bmp2 à via 

adrenérgica, entretanto é sábido que Bmp2 tem sua atividade mediada por Runx2, e 

ambos mostraram um perfil de expressão similar sugerindo que existe uma associação 

entre eles (Canalis et al., 2003). 

Metaloproteinases são enzimas capazes de degradar a matriz orgânica óssea 

através de sua atividade proteolítica. Vários tipos de MMPs já foram identificados em 

mamíferos, entretanto, o processo de remodelamento ósseo tem como background a 

participação da MMP-2 e MMP-9 (Kusano et al., 1998). A MMP-2 desempenha papel 

fundamental na osteogênese. Estudos prévios demonstraram que camundongos Mmp-

2 -/- exibem progressiva perda da densidade mineral óssea e crescimento anormal dos 

ossos (Mosig et al., 2007). Outros autores também demonstraram que a atividade de 
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MMP- -adrenérgicos em carcinomas, 

demonstrando que existe uma associação estreita entre a atividade enzimática de 

-adrenérgicos (Yang et al. 2006; Cole and Sood 

2012). Dessa maneira, nossos resultados mostram que o bloqueio seletivo 1-

adrenérgico em células de ratos Wistar é responsável pela diminuição da atividade de 

MMP-2 e consequemente, pela redução da deposição mineral mostrada previamente.  

Após a elucidação do efeito mediado pelo bloqueio do receptor 1 em células 

osteoblásticas de animais normotensos, surgiu a necessidade de avaliar o 

envolvimento das vias da MAPK para esclarecer quais mecanismos atuam 

diferencialmente entre as espécies na tentativa de compreender as respostas distintas 

observadas entre elas. Os resultados obtidos demonstraram um efeito antagônico do 

Nebivolol entre as células de Wistar e SHR. Na linhagem de células Wistar o Nebivolol 

promoveu a redução da fosforilação das proteínas, enquanto que na linhagem 

hipertensa foi observado aumento da fosforilação.  

Trabalhos já mostraram a participação das referidas MAPK na diferenciação 

osteogênica in vitro, sendo possível associar diferenças observadas entre as células de 

Wistar e SHR às alterações da diferenciação no modelo (Landim de Barros et al., 

2016). Entretanto, em se tratando de vias intimamente ligadas a sobrevivência, 

proliferação e resposta ao estresse em diferentes condições experimentais, é pouco 

provável evidenciar uma via de sinalização a qual possa ser atribuída maior 

significância, mas sim considerar a soma dos efeitos da ativação conjunta das mesmas 

(Zhang e Liu 2002). 
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O meio osteogênico é descrito como potencial ativador de ERK, sendo sua 

inibição potencialmente prejudical para a diferenciação osteoblástica e mineralização 

(Jaiswal et al., 2000). A ativação de JNK e p38 também se fazem necessárias para a 

diferenciação de células osteoprogenitoras, sendo a ativação de ERK prévia à ativação 

de p38 e JNK (Y. Hu et al. 2003; Jaiswal et al. 2000). Nossos resultados mostraram 

que a redução da fosforilação de tais vias está, de fato, correlacionada a redução da 

diferenciação celular, como observado nos grupos SMO. O atraso biológico da 

diferenciação das células da espécie hipertensa pode justificar a baixa ativação de 

ERK, a qual apresenta maior atividade nos períodos iniciais da diferenciação, bem 

como na etapa proliferativa (A Suzuki et al., 2002). O Nebivolol e o Carvedilol atuaram 

de maneira similar nos grupos WNb e WCv, o que culminou efeitos negativos sobre a 

diferenciação das células. A atividade de p38 e JNK é descrita como mais tardia 

durante o processo de diferenciação (A Suzuki et al., 2002). Entretanto, os efeitos 

-adrenérgicos nas células de animais Wistar 

são visíveis, reforçando o envolvimento da via adrenérgica com as vias regulatórias de 

proliferação e diferenciação da célula. Apesar de negativamente influenciar a 

-adrenérgicos mostraram nas 

células de SHR modular a fosforilação das proteínas MAPK de maneira a aproximá-las 

do controle basal. Tratando-se de uma célula detentora de atrasos em seu 

metabolismo pode-se sugerir de que os antagonistas adrenérgicos exerçam um papel 

deletério no desenvolvimento dessa célula quando a mesma atinge a maturidade 

análoga à sua espécie progenitora. 
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-adrenérgico atua 

de maneira fundamental na diferenciação osteogênica de células de animais Wistar. 

Em contrapartida, em células da espécie hipertensas o papel de tal receptor é menor, 

possivelmente devido ao atraso biológico da célula ou pela sua condição patológica. 

Futuros estudos são necessários para elucidar tal diferença nas respostas mediadas 

por estes receptores e se há uma via intracelular responsável por modular seu papel. 
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7 CONCLUSÃO 

O receptor -adrenérgico está envolvido na diferenciação osteogênica de células 

tronco mesenquimais de ratos normotensos.
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