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Resumo 

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

apresentando considerável atividade metabólica que envolve a remoção do osso 

mineralizado pelos osteoclastos, seguida pela formação da matriz óssea pelos 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

expressão gênica desses genes. 

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

OPG e c-FOS e osteoblasto.  



 

 

 

Abstract 

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

presenting a considerable metabolic activity involving the removal of mineralized bone 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

the analyzed genes, especially when associated. 

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

FOS; osteoblast. 
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Introdução 

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

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

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

osteoclastos que removem a matriz mineralizada e osteoblastos que depositam nova 

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

Os osteoblastos regulam diretamente a síntese e mineralização da matriz óssea 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

diferentes processos de remodelação óssea [6].    

Fatores sistêmicos como hormônio tireoidiano e estrógeno atuam no tecido 

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

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

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

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

 

1.1 Osteoblastos derivados de células-tronco mesenquimais 

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

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

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

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

série de descobertas fundamentais tem contribuído para melhor entendimento da 

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

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

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

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

sistema OPG/RANKL/RANK [13]. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

conhecido como osteoclastogênese. Conforme anteriormente explicitado, essas células 

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

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

osteoblastos [17], processo conhecido como remodelação óssea.  

 

1.2 Ação da via OPG/RANK/RANKL  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

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

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

caracterizadas pelo aumento da massa óssea devido à maior diferenciação dos 

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

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

 

1.3 Papel do hormônio Tireoidiano no remodelamento ósseo 

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

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

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

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

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

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

A interação da atividade dos osteoblastos com osteoclastos, definido como 

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

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

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

na atividade osteoblástica e osteoclástica com predomínio de reabsorção óssea, 

representando fator de risco para a osteoporose [26]. 

Contudo, alguns estudos relatam que a reabsorção óssea osteoclástica estimulada 

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

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

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

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

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

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

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

diferenciação osteoclástica independentemente do sistema RANK/RANKL. Embora o 

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

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

nestas células [7]. 

 

1.4 Papel do Estrógeno na remodelação óssea 

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

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

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

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

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

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

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

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

[31,32].  

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

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

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

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

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

proteínas como RANKL e OPG [34].  

Considerando as possíveis repercussões ósseas das alterações nas concentrações 

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

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

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

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

 

2. Hipótese 

Diferentes concentrações de T3 e E2 alteram a expressão gênica e síntese 

proteica de RANKL, OPG e c-FOS em cultura celular de osteoblastos derivados de 

células-tronco mesenquimais humanas.  

 

3. Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentrações de 

T3 e E2 sobre a expressão gênica de RANKL, OPG e c-FOS em osteoblastos derivados 

de células-tronco mesenquimais humanas. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Especificamente, objetivou-se caracterizar as células-tronco mesenquimais por 

citometria de fluxo por meio da expressão de marcadores positivos CD90, CD105, 

Nanog, Sox-2, Stro-1 e negativos CD45RO e CD117. 

 Caracterizar linhagem osteoblástica derivada de células-tronco mesenquimais por 

análise qualitativa colorimétrica para fosfatase alcalina e osteocalcina e quantitativa 

morfométrica utilizando a matriz mineralizada na presença de diferentes 

concentrações de T3 e E2. 
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 Verificar a expressão gênica e proteica de marcadores da estimulação osteoclástica: 

RANKL, OPG e c-FOS por meio de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) em 

osteoblastos tratados com T3 e E2. 
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Abstract 

Introduction: Mesenchymal stem cells derived from human adipose tissue (hASC) 

have been subjected to extensive investigation due to their self-renewal properties and 

potential to restore damaged tissues such as cartilage and bone. Those cells can 

differentiate into osteoblasts, which express RANKL - a cytokine that is important for 

bone remodelling. Methods: hASC were isolated from the subcutaneous adipose tissue 

of patients submitted to abdominoplasty, and characterized by flow cytometry and 

marking of vimentin. Those cells were differentiated into osteoblasts through 

osteoinduction for 7, 16 or 21 days. Microscopy and flow cytometry were performed to 

characterize the differentiated cells. Alkaline phosphatase levels in the culture medium, 

mineralized matrix deposit, and RANKL mRNA expression were assessed. Results: 

Fluorescence microscopy and flow cytometry showed that hASC expressed markers of 

classical mesenchymal stem cells, including Nanog, Stro-1, Sox2, CD105 and CD90, 

but not CD117 and CD45RO. Deposition of calcium, alkaline phosphatase levels, and 

RANKL mRNA expression were highest after 16 days of osteoinduction. Confocal 

microscopy revealed the expression of RANKL, Nanog, CD 105, and Stro-1, but not 

CD45RO, in osteoblasts after 16 days of differentiation. Conclusions: The fact that the 

expressions of alkaline phosphatase and of RANKL peak after 16 days and decrease 
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after 21 days of differentiation suggests that osteoblast activity also varies during 

osteoinduction. The culture model of osteoblasts at different stages of maturation 

contributes to research on tissue engineering. Furthermore, it can contribute to the 

understanding of bone physiology and pathophysiology, and might lead to clinical 

applications.  
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Introduction 

The use the adipose-derived stem cells (ASC) has contributed to clinical and 

experimental research in a variety of biological and organ systems [1]. Adipose tissue is 

derived from the mesodermal germ layer, similar to bone marrow, and contains a 

supportive stroma that can be easily isolated from tissue cells, including ASC [2]. 

Furthermore, it is well documented that fat is an endocrine organ that releases numerous 

hormones involved in body physiology, called adipokines, which are important for 

sustained maintenance of healthy ASC [3]. Human ASC (hASC) have been subjected to 

extensive investigation due to their self-renewal properties and potential to restore 

damaged tissues with reduced self-regenerative properties, such as cartilage and bone 

[4–5]. 

Bone remodeling is an important process during which the existing bone matrix 

is replaced [6]. This process has a major role in the physiology of adult bone, and 

occurs in two stages: bone resorption by osteoclasts, followed by bone formation by 

osteoblasts [7]. Osteoblasts stimulate the expression of receptor activator of nuclear 

factor kappa-B ligand (RANKL), important for bone remodeling. This cytokine is 

responsible for stimulating the formation of osteoclasts, favoring bone resorption in 

health and in disease [8].  Preclinical studies are of great importance, as they help to 

investigate the system that regulates bone metabolism and the cytokines involved in this 

process, and enable better understanding of diseases that compromise the quality of 

bone tissue and bone function [9]. 

hASC have the ability to differentiate into osteoblasts [10] when cultured in 

osteogenic differentiation media [11]. This osteoinduction behavior results in a final 

product of mineralized matrix that determines a key parameter in bone tissue 

engineering [12]. This property to differentiate into osteoblasts make hASC a useful 
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experimental model that allows the understanding of the behavior of osteoblasts during 

different stages of osteoinduction [13]. This knowledge is necessary not only for 

enhancement of SC differentiation techniques, but also for its use in the development of  

SC-based therapies against bone diseases [14]. 

Hence, the present study describes an osteoblast cell culture model derived from 

hASC. We evaluated the mineralized matrix deposit, culture medium, and osteoblasts 7, 

16 and 21 days after osteoinduction. Our data showed after 16 days of osteoinduction, 

alkaline phosphatase levels and RANKL mRNA expression were increased, which the 

concomitant expression of osteoblast markers. 

 

Materials and Methods 

Human participants 

This study was approved by the Ethics Committee of the Botucatu School of 

Medicine, Brazil (protocol 3216-2009). Adipose tissue was obtained from six patients 

undergoing abdominoplasty after weight loss induced by bariatric surgery, at the Plastic 

Surgery Department of the Botucatu Medical School. Abdominoplasty patients were 

included in the study if they were younger than age 50, and if their erythrocyte 

sedimentation rate (ESR) results were normal. All patients included in this research 

study provided written informed consent. 

 

hASC isolation 

Subcutaneous adipose tissue samples were subjected to enzymatic digestion. 

Briefly, 2 g tissue, 4 mg type I collagenase and 8 ml of PBS were combined. Initially, 

cells were seeded at a density of 2 x 105 in a T25 flask, and grown in complete medium, 

defined as Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing 10% Fetal Bovine 
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Serum (FBS) with 1% penicillin-streptomycin (10,000 g/mL-10,000 μ/mL, Invitrogen, 

USA) and 0.1% gentamicin (10 mg/mL; Invitrogen). Upon reaching 70% confluency, 

cells were trypsinized and transferred to a T75 flask for cell expansion. Once 70% 

confluency was reached again, cells were trypsinized and transferred to 6-well plates, 

petri dishes, and coverslips for differentiation into osteoblasts. All cell cultures were 

maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 95% O2 and 5% CO2. hASC aliquots 

were separated during the second passage and frozen in liquid nitrogen until the time of 

analysis for cell characterization. 

 

hASC Flow Cytometry 

Aliquots of ~2 x 105 hASC were resuspended in PBS and centrifuged for 10 min 

at 274 g. Then, cells were stained with each antibody at a concentration of 1 mg/ml at 

4°C for 30 min. Used antibodies were CD105 (AbD AbD Serotec, Raleigh, NC, USA), 

CD45RO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA), and CD90, CD117, Nanog, STRO-1, 

and Sox-2 (Abcam Cambridge, MA, USA). 

 The corresponding isotype antibody was used as a negative control, and the 

secondary antibody used was goat anti-mouse IgG (H/L)-FITC (AbD Serotec). Cells 

were pelleted, washed twice with PBS, and fixed with 1% paraformaldehyde. Cell 

fluorescence was analyzed on a FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, San 

Jose, CA, USA) using Cell Quest 2.9 software and Vit MDI, which were employed for 

acquisition and histogram analysis. Autofluorescence was measured through the 

acquisition of cells by flow cytometry, without incubation with fluorochrome-labeled 

antibodies. The expression of the surface antigen was determined using the antibodies 

described above, and labeling was performed according to the supplier’s 

recommendations.  
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Vimentin staining in hASC 

hASC were cultured in round cover slips (12 x 0.11 mm). First, samples were 

fixed with acetone for 10 min, and thereafter washed with ice-cold PBS and incubated 

for 30 min in 1% BSA solution. After this period, cells were incubated with specific 

antibodies for 1 hour. To label hASC, anti-vimentin was used (Monoclonal mouse - 

Clone Vim 3B4 -Dako Denmark). After 1 hour, cells were washed again with PBS and 

incubated with a secondary antibody (DyLight) for 1 hour. Lastly, cells were incubated 

for 1 min with DAPI for nuclear staining, and immunofluorescence was visualized 

using an Olympus microscope (UTV063XC/SNJ41986). 

 

Osteoblasts culture 

Freshly-isolated hASC were cultured in DMEM containing 10% FBS with 1% 

penicillin-streptomycin (10,000 g/mL-10,000 μ/mL, Invitrogen, USA) and 0.1% 

gentamicin (10 mg/mL; Invitrogen). For hASC differentiation into osteoblasts, complete 

DMEM medium plus 0.1 μM dexamethasone (Sigma-Aldrich), 50 μM ascorbic acid 

(Gibco), and 10 mM β-glycerophosphate were used (Sigma-Aldrich). Cells were 

maintained in this medium for a period of 7, 16, and 21 days. The culture medium was 

replaced three times per week with fresh medium with the same osteogenic components. 

hASC were used as a negative control for osteogenic induction, and were cultured in 

DMEM in the absence of osteogenic compounds. Cell morphology was evaluated every 

3 days, coinciding with the exchange of culture medium, using an inverted microscope, 

and all images were obtained using a digital camera. 
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Formation of mineralized matrix  

The cell monolayer present in the petri dish was washed with PBS; 1X 

paraformaldehyde was used to fix the cells (20 min). After the removal of 

paraformaldehyde, cells were washed with distilled water. For staining of the 

mineralized matrix, cells were stained with Alizarin Red for 5 minutes at room 

temperature. After this period, cells were washed several times with distilled water to 

remove the dye, and were subsequently photographed in the inverted microscope. 

 

Alkaline phosphatase assay 

After 7, 16 or 21 days of osteoinduction, 2 mL of the culture media were 

collected, and alkaline phosphatase assays were performed by the immunometric assay 

method according to the manufacturer's instructions (Cat. No KAQ1381, Linco 

Research Inc., USA).  

 

Fluorescence microscopy for osteoblast markers  

After 16 days of osteoinduction, osteoblasts were photographed using confocal 

microscopy, and immunofluorescence was visualized using an Olympus microscope 

(UTV063XC/SNJ41986). Cells were plated on glass coverslips and fixed with 4% 

formaldehyde. Subsequently, the cover slips were washed and incubated at 50 nM 

NH4Cl in PBS. After this period, cells were washed three times with PBS and 

permeabilized with 0.1% saponin in PBS. Cells were incubated with primary antibody, 

followed by incubation with DyLight 488-conjugated secondary antibody (1:200), and 

mounted with media containing DAPI. Antibodies used were anti-RANKL, anti-Stro1, 
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anti-Nanog, anti-CD105, and anti-CD45RO. Fluorescence was measured for each 

protein using NIS Elements AR 3.2 software. 

 

Gene expression of RANKL on osteoblasts 

  Total mRNA was extracted from osteoblasts using Trizol method (Invitrogen) 

according to the manufacturer's instructions. The High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit for Real-Time PCR (RT-PCR)® (Invitrogen, São Paulo, Brazil) was 

used for the synthesis of 20 µL of complementary DNA (cDNA) from 1,000 ng total 

RNA. The expression levels of RANKL (Applied Biosystems TNFRSF11--

Hs00243522_m1 assay) were analyzed by real-time quantitative PCR (RT-qPCR). The 

analysis was performed on the Applied Biosystems StepOne Plus detection system 

using the TaqMan commercial qPCR kit (Invitrogen) according to the manufacturer's 

instructions. The amplification conditions were as follows: enzyme activation at 50°C 

for 2 min, denaturation at 95°C for 10 min amplification of the cDNA products by 40 

cycles of denaturation at 95°C for 15 s and annealing/extension at 60°C for 1 min. After 

normalization to the internal control GAPDH (Applied Biosystems 02758991_g1 test 

Hs) (19) by the 2-ΔΔCt method, as previously described [15], RANKL mRNA expression 

was determined in control hASC and osteoblasts after 7, 16 and 21 days.  

 

Statistical Analysis 

Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test were used. Data were 

expressed as mean ± standard deviation. The level of significance was set at value p < 

0.05. 
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Results 

Morphology of hASC 

After the first passage, hASC showed the presence of fat droplets (Fig. 1A), 

which disappeared after the second and third passages (Fig. 1B and 1C, respectively). 

hASC exhibited fibroblastoid morphology a few days after being isolated from adipose 

tissue, which remained after the later passages.  

 

Figure 1. Morphology of hASC. A: hASC adhered on the first passage after isolation; the 

presence of fat droplets is represented by the arrows. B and C: The hASC in the second and 

third passages, respectively. In all observed passages, the cells show adhesion to plastic and a 

morphology similar to fibroblasts.  
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Expression of markers in hASC 

The expression of the positive (CD90, CD105, Nanog, Sox-2, and STRO-1) and 

negative markers (CD45RO and CD117) was analyzed by flow cytometry. The 

differences in expression of positive and negative markers in hASC are shown in Figure 

2. The expression of Nanog and Sox-2 in hASC demonstrates that the cells remained 

undifferentiated, and thus establishes the conservation of pluripotency of these cells. All 

positive markers had significantly higher expression compared to the negative markers 

(P < 0.001). 
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Figure 2. Analysis of the markers of hASCs:  Are demonstrating the 

expression of different markers in hASC. The expression of the markers was 

performed by flow cytometry by means of the intensity of the emitted 

fluorescence (FL1 and FL2). The results represent the correlation between 

expression of the positive markers (CD90, CD105, Nanog, Sox-2, and Stro-1) 

compared to negative markers (CD45RO and CD117). The difference between 

expression of positive and negative markers was statistically significant. 

Results are represented as mean ± standard deviation. The statistical analyses 

were obtained using ANOVA followed by Tukey test (*p< 0.001). 

 

Presence of vimentin in hASC 

Figure 3 shows staining for vimentin, a mesenchymal marker, along with DAPI 

staining for nuclei. The cytoplasmic labeling of vimentin in hASC reveals that this 

protein is present in mesodermal cells originated from SC.  

 

Figure 3. Presence of vimentin in hASC. A: Vimentin expression is often used as a 

marker for cells and tissues derived from mesoderm. Presence of this protein 



 

25 

 

determined the mesenchymal phenotype of the cells. B: Images of nuclear staining 

performed with DAPI. C: Overlapping images. 

 

Osteogenic differentiation of the hASC  

Cells were exposed to osteogenic medium for 7, 16, or 21 days, and their respective 

morphology during osteogenic differentiation is shown in Figures 4A, B and C. Cells 

were fibrotic in character, and also showed a cubic morphology. At all timepoints, cells 

showed good adhesion to plastic, and grew well in the culture environment. 

Figure 4. hASC cultured on different days in osteogenic medium. Cells were observed in 

an inverted microscope on days 7, 16, and 21 (Figures A, B, C, respectively). In the final 

stage of osteoinduction, cells had an epithelial appearance with a cubic shape. Cell growth 

remained constant at all times, revealing that osteoinduction does not affect the confluency 

of mature osteoblasts. 

 

Gradual increase of alkaline phosphatase post-osteoinduction 

 Figure 5 shows the quantification of alkaline phosphatase culture levels at 7, 16, 

or 21 days post-osteoinduction. The presence of this protein was confirmed in pre-

osteoblasts and mature osteoblasts. There was a gradual increase in the expression of 
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this protein between 7 and 16 days after the start of differentiation. The levels of this 

enzyme in early stages of differentiation may contribute to the onset of bone 

mineralization.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Gradual increase of alkaline phosphatase post-osteoinduction. Cells 

were cultured for 7 (Ost.07D), 16 (Ost.16D), or 21 (Ost.21D) days in osteogenic 

medium. The level of alkaline phosphatase was highest 16 days after initiation of cell 

differentiation. Data are expressed as mean ± standard deviation. ANOVA 

complemented by Tukey test was used (*p< 0.001, **p< 0. 00 5). 

 

Mineralized matrix at different days of osteoinduction 

 It has been shown that cells cultured in osteogenic medium for a longer period 

give rise to mature osteoblasts. These mature osteoblasts deposit mineralized matrix 

forming calcium nodules because they are constantly active. This was observed in this 

study, over a period of 7, 16, and 21 days after osteogenic induction from pre-

osteoblasts to mature osteoblasts (Figure 6). After 7 days in osteogenic media, the onset 
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of matrix mineralization was clear compared to that of untreated hASC at the same 

timepoint (Figures 6B and 6A, respectively). However, no calcium nodules were visible 

on day 7. Cells cultured in osteogenic medium for 16 days were rich in calcium nodules, 

when compared to untreated hASC (Figures 6D and 6C, respectively). The mineralized 

matrix was also more visible at day 16 compared to day 7 (Suppl. Fig. 1). After 21 days, 

some calcium nodules remained, and the mineralized matrix was more prevalent than at 

previous time points. All negative controls of untreated hASC showed no mineral 

deposition, mineralized matrix, or calcium nodules (Figures 6A, 6C, and 6E). 

 

 

Figure 6. Presence of mineralized matrix in mature osteoblasts Macroscopically, 

cells cultured for 7 days, a time point that is in the middle of osteoinduction, exhibited 

less intense coloring (B). Images of the cells cultured for 16 days are shown in D, 

where the most intense color and the presence of a mineralized matrix with the 
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accumulation of calcium nodules were observed. F: The matrix and calcium nodules 

remain 21 days post-osteoinduction. Figures A, C, and E show the hASC which were 

used as negative controls and showed no osteoinductive matrix deposit. 

 

Evaluation of the mature osteoblast markers 

Figure 7 shows the images of different markers expressed by osteoblasts. The 

quantification of cells markers was done after 16 days of osteogenic induction, and 

images were captured at the same time. The expression of RANKL protein was 

increased (relative to positive and negative markers). The expression of Nanog was 

higher than that of STRO-1, CD105, and the negative marker CD45RO. 
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Figure 7. Analysis of the markers present in mature osteoblasts. Images of the cells 

show the different markers (Rankl, Nanog, CD 105 e Stro-1) for osteoblasts cultured in 

osteogenic medium in a 16-day period.  

 

RANKL expression is more evident in mature osteoblasts derived from hASC 

RANKL mRNA expression was increased after 7, 16, and 21 days of osteogenic 

induction, compared to that of undifferentiated cells (Figure 8).  
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Figure 8. Gene expression of RANKL after varying times of 

osteoinduction. C is control hASC, and Ost.07D, Ost.16D, and 

Ost.21D are cells cultured for 7, 16 and 21 days, respectively, in 

osteogenic medium. Increased gene expression of RANKL was 

highest after 16 days. ANOVA was used complemented by Tukey’s 

test. Results are represented as mean ± standard deviation (*P < 

0.001, **P < 0.05).  

Discussion 

Studies have shown that human adipose tissue is a major source of SC, which 

could potentially be used for research purposes [16]. For the use of SC from any source, 

it is of critical importance to assess their potential with respect to viability, proliferation 

and differentiation capacity [17]. In our study, we exposed hASC to osteogenic medium 

and observed normal cell attachment, fibroblastoid characteristics similar to 

mesenchymal stem cells, and the presence of vimentin protein, which is a mesenchymal 

marker and has the function of controlling the motility of cells [18]. 
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Cytometry tests confirmed the identity of hASC, since they did not express 

hematopoietic surface markers, such as CD45RO and CD117, but were positive for 

STRO-1, CD90, CD105, Nanog, and Sox2. [16]. These positive markers are present in 

the mesenchymal tissue. The expression of Sox-2 and Nanog this study indicates the 

presence of pluripotent, undifferentiated cells [19-20]. 

Osteoblasts derived from human hASC begin to express alkaline phosphatase 

and to deposit an extracellular matrix rich in calcium [21]. The increase in alkaline 

phosphatase occurs between the pre-osteoblast and mature osteoblast stages. This 

expression is related to the onset of cell proliferation and extracellular matrix formation 

during the transition period. Therefore, the expression of this protein is frequently used  

as a marker of osteoblasts [22,23].  Obtained osteoblasts showed epithelial 

morphology and gradually expressed alkaline phosphatase. Furthermore, the formation 

of a mineralized matrix, one of the main features of mature osteoblasts [24], was 

demonstrated. Thus, our findings show that when hASC are cultured in osteoinductive 

medium, they differentiate into osteoblasts and are able to deposit mineralized matrix. 

Our results illustrate the different markers visualized by immunofluorescence present in 

osteoblasts after 16 days of osteoinduction. Although Nanog is expressed in 

undifferentiated cells, our results suggest that this protein may be present in 

differentiated cells of mesodermal origin, such as osteoblasts derived from hASC [25]. 

We also demonstrated the expression of STRO-1, a protein of that is expressed at 

various levels in pre-osteoblasts and mature osteoblasts [26], and of CD105, a marker 

also described in osteoblastic cells derived from human adipose tissue [27]. 

Our results provide as a reproducible model for studying the differentiation of 

hASC into osteoblasts, which can be used as the basis for a variety of preclinical 

studies. The increased levels of RANKL mRNA expression and alkaline phosphatase 16 
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days osteogenic induction can be attributed to the differentiation of pre-osteoblast to 

mature, functional osteoblasts. The decrease in RANKL and in alkaline phosphatase 

expression after 21 days suggests a reduction in osteoblast activity at that timepoint 

[28]. Data on RANKL gene expression in hASC is scarce in the literature. This cytokine, 

secreted by osteoblasts, actively participates in the bone remodeling process. Its action 

is essential since it determines the equilibrium between osteoblasts and osteoclasts [28]. 

The analysis of this cytokine is important to understand the local factors in bone 

remodeling and pathways leading to osteoporosis. 

Conclusions 

This study provides important data on the maturation of osteoblasts, and on the 

expression of their markers at different times. The analysis of hASC RANKL gene 

expression is the start for understanding the pathophysiology of bone and can contribute 

to studies on tissue engineering and future clinical applicability. 
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 Triiodotironina (T3) eleva os níveis de mRNA e proteína de RANKL, OPG mas 

diminui de c-Fos em osteoblastos humanos: influência do estrógeno?  
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Triiodotironina (T3) eleva os níveis de mRNA e proteína de RANKL, OPG mas 

diminui de c-Fos em osteoblastos humanos: influência do estrógeno?  

 As ações do triiodotironina (T3) no tecido ósseo são complexas e ainda parcialmente 

compreendidas. Atualmente, sabe-se que ele age por vias diretas e indiretas e é essencial 

para a manutenção da integridade do esqueleto, visto que possui efeito nos processos de 

formação e reabsorção óssea. Embora o hormônio tireoidiano aumente a atividade de 

osteoblastos e osteoclastos in vivo e em cultura de células, pouco é conhecido sobre seus 

efeitos na transcrição de genes alvo, tais como RANKL, osteoprotegerina (OPG) e c-

Fos nestas células, e pouco conhecida a ação do estrógeno (E2) sobre o efeito do T3 

nesses genes alvos. O E2 também regula o metabolismo ósseo, visto que se liga aos 

osteoblastos induzindo-os a aumentar a produção de OPG e suprimir a produção de 

RANKL. Com isso o objetivo de nosso trabalho foi avaliar a ação das diferentes 

concentrações de T3 em culturas de osteoblastos isolados de células-tronco 

mesenquimais de tecido adiposo humano, e posteriormente, a influência do E2 sobre a 

ação do T3 na expressão gênica e proteica de RANKL, OPG e c-FOS. Os osteoblastos 

foram tratados com doses infrafisiológica (T3I/ 10-10M); fisiológica (T3F/10-9M) e 

suprafisiológica (T3S/10-8M) de T3 por 72 horas, na presença ou ausência de E2 

infrafisiológico (E2I/10-9M) ou fisiológico (E2F/10-8M). Para análise de mRNA e 

proteína, foram utilizadas as técnicas de RT-qPCR e Western Blotting. O T3 (T3I, T3F 

e T3S) elevou os níveis de mRNA de RANKL comparado ao grupo C. A dose 

administrada ao grupo T3F elevou os níveis de OPG em relação ao C, porém as outras 

doses não surtiram efeito sobre a expressão de mRNA desse gene. Para c-Fos os níveis 

de mRNA estão elevados em T3I e diminuídos em T3F e T3S quando comparados ao C. 

O western blotting confirmou o efeito de T3 a nível proteico na síntese de RANKL, 

OPG e c-Fos. Ao associarmos tanto o E2I e E2S ao T3S observamos uma supressão na 

expressão de RANKL. Enquanto que os grupos T3I e T3F tiveram sua expressão de 

RANKL aumentada. Na expressão de OPG, a associação foi capaz de elevar os níveis 

de T3I e T3S, anteriormente inalterados e potencializou o aumento dessa expressão no 
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grupo T3F. Em relação ao c-Fos, a associação potencializou a expressão gênica 

aumentando os níveis de mRNA do grupo T3I e nos grupos T3F e T3S, anteriormente 

diminuídos. Em resumo, podemos afirmar que as doses analisadas de T3, 

principalmente em suas associações, são eficazes em aumentar ou modular os níveis 

gênicos e proteicos de RANKL, OPG e c-Fos. 

Palavra-chave: Células-tronco mesenquimais; Triiodotironina; RANKL; OPG e c-Fos 

e osteoblastos.  
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Abstract 

The actions of triiodothyronine (T3) on bone are complex and not completely 

understood. Currently, T3 is known to act through direct and indirect pathways, and that it is 

essential to keeping skeleton integrity, due to its effect on bone formation and reabsorption. 

Although thyroid hormone increases the activity of osteoblasts and osteoclasts in vivo and in 

vitro, little is known about its effects on the transcription of target genes, such as RANKL, 

osteoprotegerin (OPG), and c-FOS in these cell types, and also about estrogen (E2) modulation 

of these effects. E2 is also a regulator of bone metabolism, binding to osteoblasts and leading to 

an induction in OPG and a suppression of RANKL production. The objective of our work was 

to evaluate the action of different T3 concentrations on osteoblast cultures obtained from 

mesenchymal stem cells isolated from human adipose tissue and, subsequently, the influence of 

E2 over the action of T3 on RANKL, OPG, and c-FOS gene and protein expression. The 

osteoblast cultures were treated with infra-physiological (T3I, 10-10M), physiological (T3F, 10-

9M), and supra-physiological (T3S, 10-8M) doses of T3, for 72 hours, alone or together with E2 

at infra-physiological (E2I, 10-9 M) or physiological (E2F, 10-8 M) doses. For mRNA and 

protein analysis, we performed RT-PCR and Western blotting. T3, at all doses, increased 

RANKL gene expression, compared to the control group. OPG expression was found to be 

elevated only by T3F, while for c-FOS gene expression was elevated by T3I, and decreased by 

higher doses. Western blotting confirmed these effects of T3 at the protein level. E2I and S 

suppressed RANKL gene expression caused by T3S, but increased its expression with T3I and 

F. OPG expression was increased in all E2 groups, compared to the corresponding groups with 

only T3. The expression of c-FOS was increased by the addition of E2 in all groups. Briefly, we 

show that the given doses of T3, especially in association with E2, can increase gene and 

protein levels of RANKL, OPG, and c-FOS. 

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

FOS; osteoblast. 
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 Introdução 

As ações da triiodotironina (T3) no osso são complexas e apenas parcialmente 

compreendidas. Esse hormônio age por meio de vias diretas e indiretas, durante todas as 

fases do ciclo do remodelamento ósseo, apresentando efeitos tanto sobre a reabsorção 

como sobre a formação óssea sendo, influenciando assim na manutenção da integridade 

do esqueleto. Além disso, aumenta a expressão do mRNA do ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa β (RANKL) em células pré-osteoblásticas, ativando a 

osteoclastogênese [1]. 

A interação da atividade dos osteoblastos com osteoclastos diminui na vida 

adulta e pode se agravar com a ocorrência do hipotireoidismo [2], predispondo ao 

retardo na remodelação óssea, principalmente na fase de mineralização [3]. Já no 

hipertiroidismo, ocorre aumento na atividade osteoblástica e osteoclástica, com 

predomínio de reabsorção óssea, acarretando em risco para a osteoporose [4]. 

Contudo, alguns estudos demonstram que a reabsorção óssea osteoclástica 

estimulada pelo T3 ocorre somente na presença de co-culturas de osteoblastos, mas 

nunca em sua ausência [5,6]; indicando que o alvo primário da ação do T3 são os 

osteoblastos e demonstrando a possível interação com RANKL para que o processo de 

diferenciação induzida pelo hormônio ocorra. Entretanto, Kanatani et al.[7], 

demonstraram que T3 estimulou a formação osteoclástica de maneira dose-dependente, 

e aumentou a osteoprotegerina (OPG), mas não a expressão do RANKL, sugerindo que 

o efeito estimulatório do T3 na formação de osteoclastos não foi mediado pelo sistema 

RANKL/OPG.  

Outros fatores, como o fator de transcrição c-Fos poderiam regular a 

diferenciação osteoblástica e osteoclástica independentemente do sistema 

RANK/RANKL. Embora o hormônio tireoidiano aumente a atividade de osteoblastos e 
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osteoclastos in vivo e em cultura de células, tão pouco é conhecida a ação sobre seus 

efeitos na transcrição de genes alvo nestas células [8], e tão pouco conhecida é a ação de 

diferentes concentrações de estrógeno (E2) no efeito do T3 sobre esses genes alvos, 

visto que o E2 também regula o metabolismo ósseo, se ligando aos osteoblastos e 

induzindo-os a aumentar a produção de OPG e suprimir a produção de RANKL, uma 

combinação de sinais que impede a formação de osteoclastos, mantendo o controle 

sobre a perda óssea [9]. 

 Visto a importância sobre a integridade óssea [10] e a possível ação desse 

hormônio sobre fatores envolvidos na osteoclastogênese [11,10], o nosso trabalho 

avaliou o efeito do T3 em concentrações infrafisiológica, fisiológica e suprafisiológica 

sobre a expressão gênica e proteica de RANKL, OPG e c-Fos e posteriormente, 

verificou o efeito do E2 (nas concentrações infrafisiológica e fisiológica) sobre a ação 

do T3 nessa expressão gênica desses genes, em osteoblastos derivados de células tronco 

mesenquimais humanas provenientes do tecido adiposo. 

 

Pacientes e Métodos  

1.1. Cultura de osteoblastos humanos  

Para obtenção da linhagem osteoblástica utilizou-se células- tronco 

mesenquimais (CTMs) provenientes de tecido adiposo de 3 doadoras. A diferenciação 

de CTMs em osteoblastos foi realizada com meio DMEM completo mais 0,1 μM de 

dexametasona (Sigma-Aldrich), 50 μM de ácido ascórbico (Gibco) e 10 mM de β-

glicerofosfato (Sigma-Aldrich). As células foram mantidas neste meio durante 16 dias. 

O meio de cultura foi substituído três vezes por semana, mantendo os mesmos 

componentes osteogênicos. CTMs indiferenciadas foram utilizadas como controle para 

comprovar a indução osteogênica.  
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1.3 Tratamento com diferentes doses de T3 e associações com E2  

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

depleção hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com 

soro fetal bovino Charcoal Stripped (Sigma®). As células foram então divididas em 

grupos tratados com doses infrafisiológica (T3I / 10-10M), fisiológicas (T3P / 10-9M) e 

suprafisiológicas (T3S /10-8M) de T3, além de osteoblastos na ausência de tratamento 

como controle (C). Posteriormente, os grupos previamente isolados foram associados a 

diferentes doses de E2, sendo: T3I+E2I, T3I+E2F, T3F+E2I, T3F+E2F, T3S+E2I e 

T3S+E2F. Os tratamentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas 

conforme descrito por Saraiva et al [8], sendo o meio de tratamento substituído a cada 

24 horas. 

 

1.2. Ensaio de Fosfatase Alcalina e Osteocalcina 

Após 16 dias de osteoindução, foi coletado 2 mL dos meios de cultura e 

realizaram-se ensaio de fosfatase alcalina e osteocalcina pelo método de ensaio 

imunométrico, de acordo com as instruções do fabricante (Cat. No. KAQ1381, 

LincoResearch Inc., EUA). Como controle negativo da osteoindução, foi utilizado o 

meio de cultura das CTMs indiferenciadas. 

 

1.4 Análise da matriz mineralizada nas diferentes concentrações de T3 

Após o período de 16 dias de indução osteogênica e tratamento com as 

diferentes concentrações de T3, os osteoblastos foram lavados com PBS 1vez. Em 

seguida, a monocamada foi fixada com paraformaldeído por 20min. Após a fixação, as 

células foram lavadas com água destilada e coradas com Alizarin Red durante 5min à 
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temperatura ambiente para coloração da matriz mineralizada. Posteriormente, as células 

foram lavadas 5 vezes com água destilada para remover o corante. A diferenciação 

celular foi avaliada pela presença de matriz mineralizada e o efeito das diferentes doses 

de E2 sobre sua formação. Quinze campos aleatórios de cada placa foram 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 para visualizar a 

matriz mineralizada e marcar com área percentual do campo.  

 

1.5 Expressão Gênica 

O RNA total foi extraído dos osteoblastos pelo método do Trizol (Invitrogen, 

São Paulo, Brasil). O kit High Capacity cDNA de transcrição reversa para RT-PCR® 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil) foi utilizado para a síntese de 20µl de DNA 

complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA total. Os níveis de mRNA de 

RANKL, OPG e c-Fos foram determinados por RT-qPCR. As medições quantitativas 

foram realizadas no sistema de detecção "Applied Biosystems Step One Plus" utilizando 

o kit comercial TaqMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo com as instruções 

do fabricante. As condições de amplificação foram como se segue: ativação da enzima a 

50°C durante 2min, desnaturação a 95°C durante 10min, o cDNA foi amplificado 

durante 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15min e a extensão a 60°C durante 

1min. Todas as análises foram realizadas em duplicata. A expressão gênica foi 

quantificada em relação aos valores do grupo Controle, após normalização por um 

controle interno, o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 

(Mm00434759_m1), pelo método 2-ΔΔCt, como descrito anteriormente [12]. 
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1.6 Western Blot 

A síntese proteica de RANKL, OPG e c-Fos foi analisada por Western Blotting 

(WB). As proteínas foram lisadas com tampão Ripa (Radio Immuno Precipitation 

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 utilizamos as amostras 

contendo 50ng de proteína. A corrida eletroforética foi realizada em gel de 

poliacrilamida na concentração de 15%. 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 à temperatura ambiente 

sob constante agitação. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário 

nas concentrações: anti-RANKL 1: 5000, OPG 1: 1000 e c-FOS 1: 1000 sob agitação 

constante em temperatura 2 a 8oC overnight. Após a incubação com o anticorpo 

primário, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário, conjugados a 

peroxidase (IgG anti-mouse ou anti coelho) utilizados na titulação de 1: 1000 e 1: 10000 

respectivamente. Por fim, a imuno-detecção foi realizada por meio do método de 

quimioluminescência de acordo com as instruções do fabricante (Enhancer Chemi-

Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). As análises quantitativas das bandas 

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

(Carestream Health, Rochester, NY, USA). 
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2 Análise estatística 

Os dados foram avaliados pelo D'Agostino & Pearson omnibus normality test 

Para as variáveis fosfatase alcalina, os dados foram submetidos ao teste T de student. 

Para as variáveis de expressão gênica e síntese protéica, os dados foram submetidos à 

análise de variância ANOVA com teste pos toc de Tukey. O nível de significância 

adotado foi de 5% e  o software utilizado foi o GraphPad Prism version 5.0 

 

Resultados 

2.3 Presença da fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos 

Os níveis da fosfatase alcalina (Figura 1A) e osteocalcina (Figura 1B) mostram-

se elevado nos osteoblastos comparado com as CTMs indiferenciadas, caracterizando a 

diferenciação celular. 
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Figura 1. Níveis de fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos após 16 dias 

cultivadas em meio de osteoindução (B). CTMs foram cultivadas pelo mesmo período 

de tempo (A). Os dados foram expressos em média ± desvio padrão. Foi utilizado o 

teste t (p <0,0001). 

 

2.4 T3 diminui a quantidade de matriz mineralizada nas concentrações 

fisiológicas e suprafisiológica nos osteoblastos 

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

efeito do T3. Na figura 2A estão representadas as imagens das CTMs indiferenciadas 

com ausência de matriz mineralizada. Na figura 2B estão representadas as imagens da 

matriz mineralizada dos osteoblastos sem T3 e em C, D e E tratados com doses 

infrafisiológica, fisiológica e suprafisiológica, respectivamente, por um período de 72 

horas. A figura 2F mostra que a quantidade de matriz mineralizada no grupo T3I foi 

semelhante ao C e nos grupos T3F e T3S apresentaram diminuídas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

48 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Coloração da matriz mineralizada e efeito de diferentes doses de T3 sobre a 

acumulo de matriz. A) CTMs indiferenciadas, sem matriz mineralizada. B) osteoblastos na 

ausência de T3. C, D e E) osteoblastos na presença de T3I, T3F e T3S, respectivamente. F) 

Gráfico quantitativo da matriz mineralizada das CTMs e dos osteoblastos na presença e 

ausência de T3. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA) complementada pelo 

F 
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teste de Tukey. Letras minúsculas diferentes = diferença estatística dos tratamentos em 

relação ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras maiúsculas diferentes= diferença estatística 

entre os tratamentos (T3I x T3P x T3S). Letras minúscula e maiúscula iguais = não 

apresentam diferença estatística. 

 

2.5 Concentrações infrafisiológica e suprafisiológica de T3 aumentam a 

expressão gênica e síntese protéica de RANKL. 

As concentrações utilizadas nos grupos T3I, T3F e T3S elevaram os níveis de 

mRNA e proteína de RANKL em relação ao controle. Observou-se também aumento da 

expressão gênica do grupo T3I e T3S em relação ao T3F e dos níveis de proteína dos 

grupos T3F e T3S comparado ao T3I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressão gênica e síntese proteica 

de RANKL. T3I (dose infrafisiológica), T3F (dose fisiológica), T3S (dose 

A) B) 
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suprafisiológica) e C (Controle). Dados expressos em média e desvio padrão (ANOVA, 

complementada pelo teste de Tukey). Letras minúsculas diferentes = diferença 

estatística dos tratamentos em relação ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras 

maiúscula diferentes= diferença estatística entre os tratamentos (T3I x T3F x T3S). 

Letras minúscula e maiúscula iguais = não apresentam diferença estatística. 

 

2.6    Aumento da expressão de RANKL pelas diferentes concentrações de T3 é 

afetado pela presença de  E2 . 

O grupo T3I, T3F e T3S foram utilizados como controle para as diferentes 

associações com E2. Nossos dados mostram que as diferentes concentrações de E2 

(potencializam a ação do T3 aumentando os níveis de mRNA de RANKL (Figura 4A e 

B). Entretanto, as diferentes concentrações de E2 quando associadas ao T3S levam a 

diminuição da expressão gênica de RANKL (Figura 4C). 
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Figura 4. Efeito do T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S (10-10M) associado ao E2I (10-

9M) e E2F (10-8M) sobre a expressão gênica de RANKL, T3I: dose infrafisiológica; 

T3F: dose fisiológica; T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose 

fisiológica. Dados expressos em média e desvio padrão (ANOVA complementada pelo 

teste de Tukey, p<0,05 considerado significante).  

 

2.7     Concentração fisiológica de T3 aumentam a expressão de mRNA e de 

proteína de OPG em osteoblastos humanos. 

Na figura 5 foi demonstrado aumento da expressão gênica e proteica de OPG na 

dose T3F em relação ao C (Figura 5A e B) e nas doses T3I e T3S não apresentatram 

efeito.  Entre os grupos foi observado aumento da expressão gênica de  T3F em relação 

ao T3I e T3S.  
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Figura 5. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressão gênica e proteica de OPG. 

C (Controle); T3I (10-10M); T3F (10-9M) e T3S (10-8M). Dados expressos em média e 

desvio padrão (ANOVA, complementada pelot este de Tukey, p<0,05 foi considerado 

significante). Letras minúsculas diferentes = diferença estatística dos tratamentos em 

relação ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras maiúscula diferentes= diferença 

estatística entre os tratamentos (T3I x T3F x T3S). Letras minúscula e maiúscula iguais 

= não apresentam diferença estatística.    

 

2.8    Diferentes concentrações de E2 aumentaram o mRNA de OPG  quando 

associado às outras concentrações de T3  

 

 As diferentes concentrações de E2 potencializaram a ação do T3 (T3I, T3F, 

T3S) aumentando a expressão gênica de OPG (Figura 6 A, B e C), respectivamente.  
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Figura 6. Efeito do T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S (10-10M) associado ao E2I (10-

9M) e E2F (10-8M) sobre a expressão gênica de OPG. T3I: dose infrafisiológica; T3F: 

dose fisiológica; T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose 

fisiológica. Dados expressos em média e desvio padrão (ANOVA) com teste pos hoc de 

Tukey, p<0,05 foi considerado significante).  

 

2.9     Concentrações fisiológica e suprafisiológica de T3 diminuem a expressão 

gênica e síntese protéica de c-Fos 

 

Na Figura 7 observamos que na dose T3I houve aumento da expressão gênica 

em relação ao C (Figura 7 A e B). Entretanto, a expressão de mRNA e síntese proteica 

no grupo T3F e T3S apresentaram diminuídos em relação ao C. Entre os grupos tratados  

houve diminuição progressiva de mRNA e da síntese proteica de T3I, T3F e T3S, 

respectivamente. 
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Figura 7. Efeito de diferentes doses de T3 sobre a expressão gênica e proteica de c-Fos.  

T3I (10-10M); T3F (10-9M); T3S (10-8M) e C (Controle). Dados expressos em média e 

desvio padrão (ANOVA, complementada pelot este de Tukey, p<0,05 foi considerado 

significante). Letras minúsculas diferentes = diferença estatística dos tratamentos em 

relação ao controle (T3I, T3F, T3S x C). Letras maiúscula diferentes= diferença 

estatística entre os tratamentos (T3I x T3F x T3S). Letras minúscula e maiúscula iguais 

= não apresentam diferença estatística.    

 

2.10     Diferentes concentrações de E2 aumentaram a expressão de mRNA de c-Fos 

quando associadas às outras concentrações de T3. 

Foi demonstrado que as concentrações de E2 potencializaram a ação do T3 e 

aumentou a expressão de mRNA de c-Fos (Figura 6 A, B, C), respectivamente.   
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Figura 8. Efeito do T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S (10-10M) associado ao E2I (10-

9M) e E2F (10-8M) sobre a expressão gênica de c-Fos. T3I: dose infrafisiológica;T3F: 

dose fisiológica; T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose 

fisiológica. Dados expressos em média e desvio padrão (ANOVA complementada pelo 

teste de Tukey, p<0,05 foi considerado significante).  

Discussão  

 

Os efeitos do hormônio tireoidiano sobre a proliferação osteoblástica têm sido 

relatados [13], entretanto, esse tema ainda é controverso. Detectamos a ação das 

diferentes doses de T3 nos osteoblastos, demonstrando a importância deste hormônio no 

processo de remodelação óssea, em situações normais, de queda ou   excesso hormonal. 

Inicialmente, e conforme descrito por Blair et al [14], detectamos que as células  

sintetizaram grandes quantidades de fosfatase alcalina e osteocalcina comprovando que 

as mesmas haviam-se diferenciado em osteoblastos (Figura 1 

A e B) respectivamente . Dessa forma, foram capazes de realizar a deposição da matriz 

mineralizada. Sabemos que o T3 pode reduzir a síntese de proteínas não colagênicas e a 

produção da fosfatase alcalina e osteocalcina, que são importantes no processo da 

mineralização da matriz, visto que são substâncias produzidas pelos osteoblastos 

maduros [14].  

Nesse estudo, notamos que essa matriz foi reduzida quando administrado T3F 

(10-9M) e T3S (10-8M), (Figura 2F), demonstrando que o efeito do T3 nessas 

concentrações gera um efeito negativo na matriz óssea, o que já é sabido em relação a 

concentração suprafisiológica, semelhante ao que ocorre no hipertiroidismo in vivo, que 

reduz a quantidade de massa óssea por indução da reabsorção, podendo induzir a 
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osteoporose [4,10]. Todavia, o efeito negativo do hormônio tireoideano em 

concentrações fisiológicas é compensado pela ação de outros hormônios. Baqi L et al 

[15] detectaram que no período pré-menopausa, a densidade mineral óssea foi maior em 

mulheres que apresentavam TSH normal (0,35-6,3 mU / L). De fato, foi verificado que 

o aumento do TSH parece compensar o efeito negativo do T3 mais elevado sobre a 

matriz óssea [16].  

Observamos aumento na expressão gênica e síntese proteica de RANKL, nas 

concentrações de T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S (10-8M) em relação ao C nos 

osteoblasto, semelhante aos resultados encontrados por Miura et al.[17], onde 

observaram que o T3 nas concentrações suprafisiológicas (10-8M e 10-5M) induziu a 

expressão de mRNA de RANKL em cultura primária de células osteoblásticas de rato 

(Figura 3A e B). 

 Na concentração fisiológica os níveis gênicos de RANKL produzido pelos 

osteoblastos não necessitam estar aumentados para estimular a osteclatogênese (Figura 

3A) [18]. Nessa concentração houve aumento considerável dos níveis protéicos (Figura 

3B). Provavelmente o T3 pode estar regulando a expressão de genes pelo “splicing” e 

controlando os processos de tradução e pós tradução  [19,20], porém, os mecanismos 

envolvidos nesses processos não estão completamente compreendidos [21]. 

A expressão de OPG mostrou que a dose fisiológica de T3 aumentou os níveis 

de mRNA e proteína (Fig.5 A e B) respectivamente. Kanatani et al. [7] relataram que, 

quando administrado T3 em osteoclastos de rato, houve aumento dos níveis de mRNA 

de OPG, e dimuição dos níveis de mRNA de RANKL de maneira dose dependente.  

Verificamos que no grupo T3F houve aumento da sínntese protéica de OPG e RANKL   

em comparação aos outros grupos (Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. De fato, a 

OPG exerce seu efeito protetor na reabsorção óssea, agindo como um receptor 
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antagonista aos efeitos de RANKL, principalmente em situações fisiológicas. Porém, 

quando administrada a dose T3S, os níveis de expressão de mRNA e síntese proteica de 

OPG diminuem, tornando-se semelhantes aos níveis apresentados pelo controle (Figura 

5A e 5B) respectivamente. Desse modo, na presença da dose suprafisiológica, os 

osteoblastos podem reduzir a produção de OPG, proporcionando maiores chances de 

ligação do RANKL ao seu receptor, ativando a osteoclastogênese [22]. Esse dado nos 

mostra a importância do efeito protetor da OPG no tecido ósseo em situações normais. 

A menopausa é um fator preditivo para o balanço negativo entre reposição 

osteoblástica e degeneração osteoclástica devido à deficiência estrogênica, independente 

da presença ou ausência de alteração dos hormônios tireoidianos [23].  

Visando compreender melhor a ação do hormônio estrógeno (E2) sobre os 

osteoblastos, após o tratamento prévio com T3, associamos diferentes doses deste 

hormônio, mimetizando situações como o hipotireoidismo, o eutireoidismo e o 

hipertireoidismo, associados á menopausa. Observamos, que os tratamentos 

concomitantes com T3 e E2, nas diferentes situações supracitadas, foram capazes de 

modular a expressão de mRNA de RANKL e OPG, comprovando que o E2I e E2F é 

capaz de intensificar a ação do hormônio tireoidiano (Figura 4 A, B e C) e (Figura 6 A, 

B e C).  Mesmo que o RANKL tenha aumentado com a associação estrogênica, 

detectamos que houve aumento na expressão de mRNA da OPG em todos os grupos 

associados. Esses achados reforçam que um dos mecanismos pelos quais o E2 exerce 

sua função protetora sobre o osso é via o aumento da OPG. Isso ocorreu principalmente, 

nos grupos em que a expressão de RANKL favoreceu a reabsorção (grupos 

infrafisiológico e suprafisiológico), De fato, a OPG apresenta papel protetor importante 

antireabsorção, visto que age inibindo as fases terminais da diferenciação osteoclástica e 

induz a apoptose dessas células [24]. 
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O tratamento com T3S associado com as diferentes doses de E2 foram capazes 

de promover redução significativa nos níveis de mRNA de RANKL e aumento nos 

níveis de OPG (Figura 4 C e Figura 6 C) comprovando a restrita interação RANKL/ 

OPG no controle da remodelação óssea [24]. Em situações de hipertireoidismo, a 

presença estrogênica é crucial para a proteção óssea. Alguns autores explicam que nessa 

situação, a OPG parece agir induzindo a apoptose osteoclástica ao se ligar com 

RANKL, impedindo sua ligação com o RANK e a reabsorção óssea [25,26]. 

O fator de transcrição c-Fos é essencial para ativação da osteoclastogênese. No 

entanto, ainda não é totalmente esclarecido a especificidade desse fator de transcrição 

nos osteoblastos [27]. Estudo de Kanatani et al. [7] relata que o hormônio tireoidiano 

estimula a osteoclastogênese por meio da ativação de c-Fos nos osteoclastos. O nosso 

resultado foi divergente, pois verificamos que a expressão gênica e síntese proteica de c-

Fos aumentou na dose T3I e foi diminuindo gradativamente com as doses de T3F e T3S 

(Figura 7A e B) respectivamente, sugerindo que o mecanismo responsável pela 

diferenciação e maturação dos osteoclastos em situações com presença de níveis 

fisiológicos e suprafisiológicos de T3 possa não envolver o c-Fos. 

Apesar de ser evidente que o T3 regula a diferenciação dos osteoblastos, esse 

hormônio pode deprimir genes como c-Fos e histona H4, relacionados à especificidade 

e proliferação celular, e induzir a expressão de outros genes como a osteocalcina [28]. 

Baseado nisso, o T3 quando administrado pode estar agindo na via intracelular dos 

osteoblastos, impedindo a ação da via adenil-ciclase (Ac), proteína-quinase A (PKA) e 

AMPC, genes primordiais para a ativação do c-Fos [29].  

Sabemos que o c-Fos é importante para a maturação osteoclástica [30], sendo 

assim, em nosso estudo foi demonstrado que o T3 quando associado ao E2, aumenta o 

mRNA de c-Fos (Figura 8 A, B e C). Arai et al [30] detectaram regulação positiva de 
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RANK pela ativação de c-Fos, que causou sinais induzidos por RANKL mas não foi 

capaz de induzir a osteoclastogênese, concluindo que a proteína c-Fos desempenha um 

importante papel na regulação positiva de RANK em precursores de osteoclastos no 

tecido ósseo.  

Apesar do nosso estudo ser restrito pela ausência de osteoclastos para análise de 

fatores locais e sistêmicos, nossa pesquisa fornece informações importantes para melhor 

entendimento das proteínas envolvidas na remodelação óssea nos osteoblastos na 

presença de T3 associado ou não ao E2. Visto que os osteoblastos participam da 

formação óssea e indiretamente podem controlar a reabsorção do osso e que ainda é 

pouco entendido o mecanismo de ação do T3 e  E2 no metabolismo ósseo.    

 

Conclusão 

Em resumo, concentrações de T3 estimularam o aumento da expressão gênica e 

síntese proteica de RANKL e OPG e diminuiram os de c-Fos. Além disso, o T3 nas 

concentrações 10-9M e 10-8M diminuíram a quantidade da matriz óssea mineralizada. A 

associação de T3 e E2 potencializou a expressão gênica de RANKL, OPG e c-Fos, com 

excessão de situações com doses suprafisiológica de T3. O presente trabalho forneceu 

conhecimentos sobre a ação molecular do T3, bem como a interação T3 e E2, sobre os 

osteoblastos, células fundamentais para o remodelação óssea. Esses conhecimentos 

podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na diminuição da 

massa óssea observada no hipertiroidismo.  
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4.3 Manuscrito 3 

Estrógeno (E2) eleva os níveis de mRNA de RANKL, OPG e c-FOS em 

osteoblastos humanos derivados de células-tronco mesenquimais. 
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Resumo 

O osso é um tecido conjuntivo mineralizado cuja homeostase está sob a 

influência de diversos fatores sistêmicos e locais. Entre os fatores sistêmicos, sabe-se 

que o estrógeno (E2) é um hormônio que inibe a reabsorção óssea e, por essa razão, tem 

sido amplamente utilizado no tratamento e na prevenção da osteoporose. Os 

mecanismos de ação do E2 na reabsorção óssea não estão completamente esclarecidos, 

portanto, há um interesse considerável para esclarecer as vias pelas quais o seu efeito 

protetor exerce sobre o osso. A associação de E2 e triiodotironina (T3) gera uma 

resposta complexa no tecido ósseo devido a esses hormônios controlarem a maturação e 

a atividade dos osteoblastos e a síntese de alguns genes como RANKL, OPG e c-FOS 

primordiais para a formação e reabsorção óssea. Baseado nisso, o objetivo do nosso 

trabalho foi avaliar o efeito do E2 isoladamento e associado ao T3 sobre a expressão de 

mRNA de RANKL, OPG e c-FOS em osteoblastos diferenciados a partir de células 

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Os osteoblastos foram incubados por 

72horas com as concentrações infrafisiológica (E2I/10-9M); fisiológicas (E2F/10-8M) de 

E2, separadamente e em diferentes associações com o T3 nas doses infrafisiológica 

(T3I/ 10-10M); fisiológica (T3F/10-9M) ou suprafisiológica (T3S/10-8M), formando os 

seguintes grupos de tratamentos associados E2I+T3I, E2I+T3F, E2I+T3S, E2F+T3I, 

E2F+T3 e E2F+T3S, o grupo sem nenhum tratamento foi considerado controle (C). RT-

qPCR foi utilizado para analisar a expressão dos genes estudados.  A dose de E2 

administrada ao grupo E2F elevou os níveis de RANKL, OPG e c-Fos em relação ao C, 

porém a expressão de RANKL mostrou-se aumentada no grupo E2I enquanto a 

expressão de OPG estava diminuída e não causou nenhum efeito sobre c-Fos. Ao 

associar o T3 aos tratamentos de E2, observamos que a presença de T3 aumenta os 

níveis gênicos de RANKL, OPG e c-FOS quando comparados aos grupos o E2I ou E2F. 

Em resumo, podemos afirmar que as doses analisadas de E2, principalmente em suas 

associações com o T3, tendem a aumentar os níveis dos genes alvos estudados. 

Palavra chave: Células-tronco mesenquimais; Estrógeno; RANKL; OPG e c-FOS e 

osteoblasto.  
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Abstract 

Bone is a mineralized connective tissue whose homeostasis is under the 

influence of many systemic and local factors. Among the systemic factors, estrogen 

(E2) is known to inhibit bone reabsorption and, for this reason, has been widely used to 

treat and prevent osteoporosis. The mechanisms of action of E2 on bone reabsorption 

are not completely clarified, therefore much interest exists in the study of the pathways 

by which it exerts its protector effect on bone. Association of E2 and triiodothyronine 

(T3) generates a complex response in bone tissue, due to the control of both hormones 

on the maturation and activity of osteoblasts and the synthesis of some genes such as 

RANKL, OPG, and c-FOS, essential in the bone matrix formation and reabsorption 

process. Based on that, the goal of our study was to evaluate the effect of E2, alone or 

associated to T3, on the expression of these three genes, in osteoblasts derived from 

mesenchymal stem cells obtained from human adipose tissue. The osteoblasts were 

incubated, for 72h, with infra-physiologic (E2I, 10-9M) and physiologic (E2F, 10-8M) 

doses of E2, alone or in combination with T3 in supra- (T3S, 10-8M), infra- (T3I, 10-

10M), and physiologic (T3F, 10-9M) doses, resulting in six associated treatment groups, 

E2I+T3I, E2I+T3F, E2I+T3S, E2F+T3I, E2F+T3, and E2F+T3S. Gene expression was 

assayed by RT-qPCR. The E2 dose administered to the E2F group elevated RANKL, 

OPG, and c-FOS levels compared to the untreated control (C), while in E2I RANKL 

expression was also elevated, but OPG showed decreased expression, and there was no 

effect on c-FOS. Associating E2 to T3, expression of all genes was elevated, compared 

to treatment with E2, only. In conclusion, the tested doses of E2, especially associated 

with T3, show a trend to increase the levels of the genes in this study. 

Key-words: Mesenchymal stem cells; Estrogen; RANKL; OPG; c-FOS; Osteoblast 
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 Introdução 

O estrógeno (E2) é um hormônio esteróide que inibe a reabsorção óssea [1,2]. A 

deficiência estrogênica causa perda óssea, resultando na osteopenia e posteriormente na  

osteoporose. A perda de massa óssea ocorre devido ao desequilíbrio na remodelação 

óssea, com maior reabsorção em relação à neoformação óssea [3]. Os mecanismos 

celulares e moleculares de ação do E2 sobre o tecido ósseo ainda não estão 

completamente elucidados, apesar de algumas vias de ação desse hormônio já serem 

conhecidas, como a via RANK/RANKL/OPG, relacionada à formação e ativação de 

osteoclastos [4,5]. A presença de receptores de estrógeno (RE) foi demonstrada em 

osteoblastos [6,7]. Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos, 

o E2 promove redução dos níveis de RANKL (ligante de RANK) e aumento da 

produção de OPG (competidor de RANK) [6]. Assim, a OPG, em níveis aumentados 

[8], liga-se ao RANKL e impede a interação deste com o RANK, inibindo, 

consequentemente, a fusão dos precursores de osteoclastos [9]. Outro fator que participa 

da remodelação, secretado pelos osteoblastos é a proteína c-Fos que quando elevada 

favorece a maturação e proliferação dos osteoblastos in vitro [10]. Essa proteína tem 

ação importante tanto nos osteoblastos como nos osteclastos, porém, ainda não é 

totalmente elucidada a função de c-Fos nos diferentes processos de remodelação óssea 

[11].    

Além de atuar sobre os osteoblastos, inibindo a osteoclastogênese , o E2 também 

estimula a síntese de matriz óssea [12,13] e induz essas células a produzirem e 

liberarem fatores como, por exemplo, o TGF-β (Fator de transformação de crescimento-

β). Esses fatores atuam paracrinamente sobre os osteoclastos [14], estimulando sua 

morte e inibindo a reabsorção óssea [15]. A paracrinia entre osteoblastos e osteoclastos 

é considerada a principal via de diminuição da formação e/ou da atividade dos 
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osteoclastos, e conseqüentemente, de controle da remodelação óssea [16]. Porém, 

alguns autores têm demonstrado que o E2 pode agir diretamente sobre os osteoclastos 

[7,17,18]. Uma vez que in vitro, observou-se a apoptose em osteoclastos tratados com 

17β-estradiol [19].  

O T3 é essencial para o desenvolvimento, crescimento e metabolismo ósseo, 

estimulando tanto a formação quanto a reabsorção óssea por meio da regulação da 

atividade de osteoblastos e osteoclastos. O excesso de hormônio tireoidiano (HT) 

estimula mais a atividade osteoclástica do que a osteoblástica, o que resulta em aumento 

da calcemia e redução da massa óssea [20].   

A interação entre E2 e T3 tem sido relacionada a vários mecanismos envolvidos 

em adaptações metabólicas, uma vez que existem respostas provocadas pelo E2 que são 

dependentes de T3, como o controle dos triglicérides, do crescimento e da massa óssea 

[16].  

Considerando o controle rigoroso sobre o qual se encontram os osteoblastos e 

osteoclastos exercido por hormônios, tais como o E2 e o T3, o intuito desse trabalho foi 

avaliar o efeito do E2 em concentrações infrafisiológica e fisiológica sobre a expressão 

gênica e síntese proteica de RANKL, OPG e c-FOS e posteriormente, verificou o efeito 

do T3 (nas concentrações infrafisiológica, fisiológica e suprafisiológico) sobre a ação do 

E2 na expressão gênica desses genes, em osteoblastos derivados de células tronco 

mesenquimais humanas provenientes do tecido adiposo. 

 

1. Pacientes e Métodos  

1.1. Cultura de osteoblastos humanos  

Para obtenção da linhagem osteoblástica utilizou-se células-tronco 

mesenquimais (CTMs) provenientes de tecido adiposo de 3 doadoras. A diferenciação 
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de CTMs em osteoblastos foi realizada com meio DMEM completo mais 0,1 μM de 

dexametasona (Sigma-Aldrich), 50 μM de ácido ascórbico (Gibco) e 10 mM de β-

glicerofosfato (Sigma-Aldrich). As células foram mantidas neste meio durante 16 dias. 

O meio de cultura foi substituído três vezes por semana, mantendo os mesmos 

componentes osteogênicos. CTMs indiferenciadas foram utilizadas como controle para 

comprovar a indução osteogênica. 

 

1.2.  Tratamento com diferentes doses de E2 e associações com T3 

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

depleção hormonal durante 12 horas e mantidos em meio DMEM suplementado com 

soro fetal bovino Charcoal Stripped (Sigma®). As células foram então divididas em 

grupos tratados com doses infrafisiológica (E2I / 10-9M), fisiológicas (E2F / 10-8M) de 

E2.  Osteoblastos na ausência de tratamento foram utilizados como controle (C). 

Posteriormente, os grupos previamente isolados de E2 foram associados a diferentes 

doses de T3 infrafisiológico (10-10M), fisiológico (10-9M) e suprafisiológico (10-8M) e 

formaram os seguintes grupos: E2I+T3I, E2I+T3F, E2I+T3S, E2F+T3I, E2F+T3F e 

E2F+T3S. Os tramentos foram realizados em triplicata no tempo de 72 horas, sendo o 

meio de tratamento substituído a cada 24 horas. 

 

1.3.     Ensaio de Fosfatase Alcalina e Osteocalcina 

Para a comprovação da diferenciação osteoblástica, após 16 dias de 

osteoindução, foi coletado 2 mL dos meios de cultura e realizaram-se ensaios de 

fosfatase alcalina e osteocalcina pelo método de ensaio imunométrico, de acordo com as 

instruções do fabricante (Cat. No. KAQ1381, LincoResearch Inc., EUA). Como 



 

69 

 

controle negativo da osteoindução, foi utilizado o meio de cultura das CTMs 

indiferenciadas. 

 

1.4.      Análise da matriz mineralizada nas diferentes concentrações de E2 

 

Após o período de 16 dias de indução osteogênica e tratamento com as 

diferentes concentrações de E2, os osteoblastos foram lavados com PBS 1X. Em 

seguida, a monocamada foi fixada com paraformaldeído por 20min. Após a fixação, as 

células foram lavadas com água destilada e coradas com Alizarin Red durante 5min 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 e o efeito das diferentes doses de E2 

sobre sua formação. Quinze campos aleatórios de cada placa foram 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 para visualizar a 

matriz mineralizada e marcar com área percentual do campo.  

 

1.5.     Expressão Gênica 

O RNA total foi extraído dos osteoblastos pelo método do Trizol (Invitrogen, 

São Paulo, Brasil). O kit High Capacity cDNA de transcrição reversa para RT-PCR® 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil) foi utilizado para a síntese de 20µl de DNA 

complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA total. Os níveis de mRNA de 

RANKL, OPG e c-Fos foram determinados por RT-qPCR. As medições quantitativas 

foram realizadas no sistema de detecção "Applied Biosystems Step One Plus" utilizando 

o kit comercial TaqMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo com as instruções 
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do fabricante. As condições de amplificação foram como se segue: ativação da enzima a 

50°C durante 2min, desnaturação a 95°C durante 10min, o cDNA foi amplificado 

durante 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15min e a extensão a 60°C durante 

1min. Todas as análises foram realizadas em duplicata. A expressão gênica foi 

quantificada em relação aos valores do grupo Controle, após normalização por um 

controle interno, o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 

(Mm00434759_m1), pelo método 2-ΔΔCt, como descrito anteriormente [21]. 

 

1.6.     Western Blot 

A síntese proteica de RANKL, OPG e c-Fos foi analisada por Western Blotting 

(WB). As proteínas foram lisadas com tampão Ripa (Radio Immuno Precipitation 

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 utilizamos as amostras 

contendo 50ng de proteína. A corrida eletroforética foi realizada em gel de 

poliacrilamida na concentração de 15%. 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 à temperatura ambiente 

sob constante agitação. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário 

nas concentrações: anti-RANKL 1: 5000, OPG 1: 1000 e c-FOS 1: 1000 sob agitação 

constante em temperatura 2 a 8oC overnight. Após a incubação com o anticorpo 

primário, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário, conjugados a 

peroxidase (IgG anti-mouse ou anti coelho) utilizados na titulação de 1: 1000 e 1: 10000 
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respectivamente. Por fim, a imuno-detecção foi realizada por meio do método de 

quimioluminescência de acordo com as instruções do fabricante (Enhancer Chemi-

Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). As análises quantitativas das bandas 

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

(Carestream Health, Rochester, NY, USA). 

 

2.    Análise estatística 

    Os dados foram avaliados pelo "D'Agostino & Pearson omnibus normality test". 

Para as variáveis fosfatase alcalina, os dados foram submetidos ao teste T de student. 

Para as variáveis de expressão gênica e síntese protéica, os dados foram submetidos à 

análise de variância ANOVA com teste pos toc de Tukey. O nível de significância 

adotado foi de 5%  e  o software utilizado foi o GraphPad Prism version 5.0 

Resultados  

 

2.1.     Presença da fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos. 

A tabela 1 mostra os resultados para a fosfatase alcalina e osteocalcina. Ambas 

as proteínas foram elevadas nos osteoblastos comparado com as CTMs indiferenciadas.  

Tabela 1. Quantidade de fosfatase alcalina e osteocalcina nos osteoblastos e CTMs 

 

Células  

Fosfatase alcalina Osteocalcina 

Osteoblastos   23,33 ± 3,41 U/L 

 

10,02 ± 1,13 ng/mL 

 

CTMs   10,12 ± 1,17 U/L 

 

0,77 ± 0,24 ng/ml 
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Tabela 1. Dosagens de fosfatase alcalina e osteocalcina no meio de cultura antes e 

depois do processo de diferenciação osteoblástica. Valores de referência em 

humanos: Fosfatase Alcalina=12 a 43U/L; Osteocalcina=2,0 –21ng/mL. 

 

 

2.2. Concentração infrafisiológica de E2 diminui e fisiológica aumenta a matriz 

mineralizada nos osteoblastos 

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

efeito do E2. A figura 1A representa as CTMs indiferenciadas com ausência de matriz 

mineralizada. A figura 1B representa a imagen da matriz mineralizada nos osteoblastos 

sem E2 e em C e D tratados com doses infrafisiológica e fisiológica, respectivamente, 

por um período de 72 horas. A figura 1E mostra que a quantidade de matriz 

mineralizada na dose E2F é semelhante ao C e diminui na concentração E2I em relação 

ao C.  
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Figura 1: Efeitos de diferentes doses de E2 sobre a matriz mineralizada dos osteoblastos. A) 

CTMs indiferenciadas; B) osteoblastos na ausência de E2; C e D) osteoblastos na presença de 

E2I e E2F, respectivamente; E) gráfico quantitativo da matriz óssea dos osteoblastos na 

presença e ausência de E2. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA) 

complementada pelo teste de Tukey). Letras minúsculas diferentes = diferença estatística dos 

tratamentos em relação ao controle (E2I, E2F x C). Letras maiúsculas diferentes= diferença 

estatística entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minúsculas e maiúsculas iguais = não 

apresentam diferença estatística.    

 

2.3. Diferentes concentrações de E2 aumentam a expressão de mRNA e síntese 

protéica de RANKL em osteoblastos humanos. 

Nossos dados revelaram aumento da expressão de mRNA e da síntese proteíca 

de RANKL (Figura 2) em todos os tratamentos analisados em relação ao C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressão gênica e síntese proteica de 

RANKL. E2I (dose infrafisiológica), E2F (dose fisiológica) e C (Controle). Dados expressos em 

A) B) 
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média e desvio padrão (ANOVA, complementada pelot este de Tukey). Letras minúsculas 

diferentes = diferença estatística dos tratamentos em relação ao controle (E2I, E2F x C). Letras 

maiúscula diferentes= diferença estatística entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minúscula e 

maiúscula iguais = não apresentam diferença estatística.    

 

2.4. Aumento do mRNA de RANKL  pelo E2 é afetado por diferentes doses de T3 

Em relação ao E2I, nossos dados mostram que associação ao T3I potencializou a 

ação do E2 aumentando a expressão de mRNA de RANKL, porém nas associações de 

E2I com T3F e T3S houve  diminuição dessa expressão (Figura 3A).  Em relação ao 

E2F podemos observar que o T3I, T3F ou T3S aumentaram ainda mais a expressão de 

mRNA elevados com E2F (Figura 3B). 

 

                                                                            

                                                                                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito do E2I (10-9M) e E2F (10-8M) associado ao T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S 

(10-10M) sobre a expressão gênica de RANKL. T3I: dose infrafisiológica; T3F: dose fisiológica; 

T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose fisiológica. Dados expressos 

em média e desvio padrão (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi 

considerado significante).  

B A 
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2.5. E2 na concentração infrafisiológica e fisiológica modulam a expressão 

gênica de OPG. 

Na figura 4 podemos observar que houve diminuição da expressão de mRNA de 

OPG (Figura 4A), o contrário ocorreu para a síntese protéica (Figura 4B), quando 

tratados na concentração E2I comparado ao C. Na dose E2F houve aumento da 

expressão de mRNA e diminuição da síntese proteica. Entre os tratamentos, houve 

aumento da expressão de mRNA e diminuição da síntese proteica no grupo E2F 

comparado ao E2I  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressão gênica de OPG. E2I (dose 

infrafisiológica), E2F (dose fisiológica), C (Controle). Dados expressos em média e desvio 

padrão (ANOVA, complementada pelot este de Tukey). Letras minúsculas diferentes = 

diferença estatística dos tratamentos em relação ao controle (E2I, E2F, x C). Letras maiúsculas 

diferentes= diferença estatística entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minúsculas e 

maiúsculas iguais = não apresentam diferença estatística.    

A) B) 
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2.6. Aumento da expressão de mRNA de OPG nas concentrações E2I e E2F  

associado com as diferentes concentrações de T3  (T3I,  T3Fe T3S) 

Nossos resultados mostraram que as concentrações de E2I associados às 

diferentes doses de T3 aumentaram o mRNA de OPG (Figura 5 A). Em relação a 

concentração de E2F às diferentes doses de T3 aumentaram a expressão de OPG com 

excessão da associação E2F+T3I (Figura 5B).   

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito do E2I (10-9M) e E2F (10-8M) associado ao T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S 

(10-10M) sobre a expressão gênica de OPG. T3I: dose infrafisiológica; T3F: dose fisiológica; 

T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose fisiológica. Dados expressos 

em média e desvio padrão (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi 

considerado significante).  
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2.7.     Concentração fisiológica de E2 eleva a expressão gênica de c-Fos 

 Na figura 6 podemos observar que houve  aumento da expressão de mRNA e de 

síntese proteica de c-Fos nos osteoblastos tratados com E2F comparado ao controle e ao 

E2I.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efeito de diferentes doses de E2 sobre a expressão gênica de c-Fos. E2I (dose 

infrafisiológica), E2F (dose fisiológica) e C (Controle). Dados expressos em média e desvio 

padrão (ANOVA, complementada pelo teste de Tukey). Letras minúsculas diferentes = 

diferença estatística dos tratamentos em relação ao controle (E2I, E2F x C). Letras maiúscula 

diferentes= diferença estatística entre os tratamentos (E2I x E2F). Letras minúscula e maiúscula 

iguais = não apresentam diferença estatística.   
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2.8. Aumento da expressão do mRNA de c-Fos nas concentrações E2I e E2F  

associadas com as diferentes concentrações de T3   

Na figura 7 observamos que as concentrações de E2I e E2F associadas às diferentes 

doses de T3 (T3I, T3F e T3S) aumentaram a expressão do mRNA de c-Fos (Figura 7 

A e B).      

                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Efeito do E2I (10-9M) e E2F (10-8M) associado ao T3I (10-10M), T3F (10-9M) e T3S 

(10-10M) sobre a expressão gênica de c-Fos. T3I: dose infrafisiológica; T3F: dose fisiológica; 

T3S: dose suprafisiológica; E2I: dose infrafisiológica; E2F: dose fisiológica. Dados expressos 

em média e desvio padrão (ANOVA complementada pelo teste de Tukey, p<0,05 foi 

considerado significante).  
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Discussão   

 

O mecanismo de ação do E2 sobre o tecido ósseo ainda não está totalmente 

elucidado [22]. Embora o principal papel do E2 esteja ligado ao crescimento e função 

dos órgãos sexuais femininos, estudos demonstram seu efeito também sobre o osso, 

tendo a deprivação desse hormônio sido associada à osteoporose [23]. Alguns autores 

relatam que a deficiência estrogênica aumenta a quantidade de osteoclastos em diversos 

compartimentos, assim como aumenta a quantidade de linfócitos B na medula óssea, 

favorecendo a perda óssea. Sabemos que o RANKL é importante para a formação 

osteoclástica e que o aumento de linfócitos B decorrente da perda estrogênica pode 

induzir a osteoclastogênese [25]. Porém, estudo publicado por Fujiwara et al. [26] 

revelaram que é necessário que haja expressão de RANKL pelos osteócitos somado ao 

aumento de linfócitos B para que ocorra perda óssea.  

Tanto o E2 quanto o T3 são responsáveis por várias adaptações metabólicas. 

Contudo, existem respostas provocadas pelo E2 que são dependentes de T3, tais como o 

controle do crescimento, a massa óssea e a produção e o armazenamento de 

triglicerídeos [27]. 

A presença de E2 no organismo estimula a síntese da matriz óssea regulando a 

expressão de genes que codificam proteínas colagênicas e não colagênicas [12,13]. Ao 

avaliar a matriz mineralizada dos osteoblastos do grupo E2F (Figura 1D), notamos que 

esta apresentou-se mais intensa quando comparada ao grupo E2I (Figura 1C), 

semelhante à situação de menopausa [28].  

O papel fisiológico exato do RANKL nos osteoblastos ainda permanece incerto, 

visto que alguns estudos recentes demonstraram que os osteócitos são os maiores sítios 

de RANKL, tanto na osteoclastogênese fisiológica quanto patológica [29]. Contudo, 
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notamos aumento na expressão gênica e síntese proteica RANKL nos grupos E2I e E2F 

quando comparados ao grupo controle (Figura 2A e B) respectivamente. Resultados 

semelhantes aos de Bord et al [6] que observaram que a expressão de mRNA de 

RANKL foi aumentada quando administradas concentrações de E2 fisiológico (10-10M) 

e suprafisiológico (10-7M) em osteoblastos humanos, postulando que o estrógeno age 

como fator protetor da perda óssea por aumentar a expressão de OPG e de receptores 

estrogênicos no tecido ósseo.  

Observamos que o aumento de expressão de RANKL e OPG notado no grupo 

E2I foi potencializado quando associado ao T3I possivelmente caracterizando a 

reabsorção óssea que ocorre na menopausa que pode ser pontecializada pelo 

hipotireoidismo (Figura 3A e Figura 5A) respectivamente. Quando associamos o E2F à 

dose fisiológica de T3 houve aumento na expressão de RANKL e OPG, porém, mais 

acentuada na de OPG o que caracterizaria a proteção óssea que o T3 pode estar 

conferindo ao E2 (Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. A presença do T3S quando 

associado ao E2F foi capaz de aumentar a expressão gênica de RANKL e OPG na 

mesma proporção caracterizando a reabsorção óssea que ocorre no hipertireoidismo 

(Figura 3B e Figura 5B) respectivamente. De forma curiosa quando associamos o T3S 

ao E2I notamos aumento mais significativo na expressão gênica de OPG do que 

RANKL o que pode caracterizar o efeito protetor do estrógeno mesmo em baixas 

concentrações (Figura 3A e Figura 5A) respectivamente.  

A presença de E2 no organismo aumenta a produção de OPG pelos osteoblastos 

e leva à expressão dos genes que codificam o colágeno tipo I, a fosfatase alcalina, 

osteopontina, osteocalcina e osteonectina [30].  As doses administradas aos grupos E2I 

e E2F diminuiram e aumentaram, respectivamente, a expressão gênica de OPG (Figura 

4A). O estudo de Michael et al [31] realizado em osteoblastos humanos revelou que o 
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E2 induziu a produção de OPG. Dessa forma, nossos resultados estão de acordo com o 

trabalho realizado pelo autor. Portanto, a interação de OPG/RANK/RANKl desempenha 

um papel importante na osteoclastogênese regulando a remodelação óssea [32]. 

Entreanto, a síntese proteica de OPG não acompanhou os resultados da expressão 

gênica (Figura 4B). Isso pode estar relacionado com as alterações nos níveis de 

transcrição iniciais associados com modificações pós-transcricional dos mRNAs, o que 

leva a alterações na estabilidade dos transcritos [33,34]. Tais alterações podem estar 

associados com o microambiente celular, sinais extracelulares e ação de hormônios que 

afetm a estabilidade e a tradução do mRNA desencadeando vias de sinalização que 

causam modificações pós traducionais [35,36]. Além disso, o T3 parece ser uns dos 

hormônios envolvidos nessa modificação pós traducional visto que quando associado ao 

E2 nas concentrações fisiológicas, os níveis de OPG aumentam consideravelmente. 

O fator de transcrição c-Fos tem ação importante sobre os osteoclastos e 

osteoblastos, porém, sua exata função neste processo ainda não está bem esclarecida 

[11]. Um estudo realizado com osteoclastos demonstrou que em animais transgênicos 

deficientes de c-Fos, a produção de RANK foi inibida ou resultou na completa ausência 

dessas células maduras [37,38]. Outro estudo detectou uma super-expressão de RANK 

em macrófagos modificados para expressar c-Fos, demonstrando que esta regulação foi 

capaz de causar sinais induzidos por RANKL, mas não induziu a osteoclastogênese, 

provavelmente pela ausência de osteoclastos maduros na circulação, concluindo que a 

proteína c-Fos desempenha um importante papel nessa maturação [38]. 

É importante ressaltar que a super expressão dessa proteína pode induzir a 

osteossarcoma, um tumor ósseo caracterizado pela transformação de células de 

linhagem osteoblástica [37,39].  
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Em nosso trabalho, o grupo E2F aumentou os níveis de expressão gênica e 

proteína de c-Fos em comparação ao C, nos levando a crer que há necessidade de 

condições normais de concentração estrogênica para aumento da expressão gênica desta 

proteína (Figura 6A e 6B) respectivamente. A partir desses resultados in vitro podemos 

observar que o E2 pode ter ação nas vias intracelulares dos osteoblastos intensificando 

proteínas como quinase A (PKA) e AMPC que são genes essenciais para a ativação de 

c-Fos [40].  

Além disso, nas associações de E2 e T3, o T3 intensificou os níveis de c-Fos 

(Figura 7A e B) respectivamente, demonstrando que o efeito conjunto desses hormônios 

nas concentrações in vitro analisadas poderia contribuir para a indução do 

osteossarcoma devido a super expressão de c-Fos nos osteoblastos, como relatado por 

Wagner, 2002 [11]. O estudo de Wang et al 2016 [41] relata que ao estudar o (miR-101) 

em linhagens de células de osteoblastos humanos, este micro RNA pode regular o 

crescimento de osteossarcoma decorrente de metástase por meio da ativação de c-Fos. 

Essa proteína, também está associada com a síntese de enzimas de fosfolipídeos no 

retículo endoplasmático que ativa genes relacionados ao crescimento celular [42]. Dessa 

forma, o c-Fos pode ser alvo de estudos como fatores prognósticos e preditivos do 

osteossarcoma humano [41].  

Nossa pesquisa fornece informações importantes para melhor entendimento das 

proteínas envolvidas na remodelação óssea nos osteoblastos na presença de E2 

associado ou não ao T3, apesar da ausência de uma co-cultura com osteoclastos. Visto 

que os osteoblastos participam da formação óssea e indiretamente podem controlar a 

reabsorção do osso e que ainda é pouco entendido o mecanismo de ação do T3 e E2 no 

metabolismo ósseo.    
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Conclusão 

O presente trabalho forneceu conhecimentos sobre a ação molecular do E2, 

assim como a interação T3 e E2, sobre os osteoblastos, células fundamentais para a 

remodelação óssea demonstrando o efeito protetor do estrógeno. Esses conhecimentos 

podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na diminuição da 

massa óssea observada na menopausa.  
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Conclusão  

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

diferenciação osteoblástica a partir de agentes osteoindutivos e a comprovação da 

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

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

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

Rankl, OPG e c-Fos.  

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

de RANKL e OPG e diminuiu progressivamente os níveis de mRNA e proteína de c-
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Fos. Entre as associações de T3 e E2 foi demonstrado que potencializaram a expressão 

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

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

controle da remodelação óssea. 

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

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

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

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

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

E2I ou E2F. 
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