
     ELOIZA DE REZENDE 

ESTUDO DO EFEITO DE BISFOSFONATOS NAS CÉLULAS CLÁSTICAS DURANTE A 

OSSIFICAÇÃO ENDOCONDRAL DO JOELHO DE RATOS E EM CULTURA PRIMÁRIA: 

ABORDAGENS MORFOLÓGICAS E MOLECULARES 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Tese apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Biologia Celular e 
Tecidual do Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São 
Paulo, para a obtenção do Título de 
Doutor em Ciências. 
 
Área de Concentração: Biologia Celular 
e Tecidual 
 
Orientador: Victor Elias Arana Chavez 
 
Versão corrigida. A versão original 
eletrônica encontra-se disponível tanto 
na Biblioteca do ICB quanto na 
Biblioteca Digital de Teses e 
Dissertações da USP (BDTD); 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

São Paulo  
2013  



RESUMO 

 

REZENDE, E. Estudo do efeito de bisfosfonatos nas células clásticas durante a 
ossificação endocondral do joelho de ratos e em cultura primária: abordagens 
morfológicas e moleculares. 2013. 130 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e 
Tecidual) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2013. 

As células clasticas são essenciais durante os períodos iniciais da ossificação 
endocondral, para que ocorra a reabsorção dos remanescentes de cartilagem 
seguida de formação do osso pelos osteoblastos. Os bisfosfonatos são drogas 
amplamente utilizadas em diversas desordens osteometabólicas, incluindo as que 
acometem indivíduos em fase de crescimento. Sabe-se que estas drogas atuam 
principalmente inibindo a ação dos osteoclastos. O presente estudo avaliou o efeito 
de dois tipos de bisfosfonatos, alendronato e etidronato, durante o desenvolvimento 
endocondral de ratos com 21dias (modelo in vivo) e na cultura primária de células 
clásticas (modelo in vitro). As epífises dos fêmures e tíbias dos animais foram 
radiografadas, analisados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 
transmissão (MET). Cortes histológicos foram realizados e corados com H-E, 
Tricrômico de Mallory ou histoquímica para TRAP. Além disso, foram extraídos RNA 
para análise gênica por PRC-Real Time de genes relacionados ao ciclo celular, à 
apotose, ao complexo mediado por Nf e à osteogênese, bem como proteínas para 
análise proteica por Western Blotting de RANK, RANKL e OPG. O efeito destas 
drogas também foi avaliado em cultura primaria derivada da medula óssea de ratos 
com a mesma idade e extraídos RNA para análise gênica por PRC-Real Time dos 
mesmos genes mencionados a cima e proteína para análise proteica por Western 
Blotting de membros ligados à osteoclastogênese. Durante o tratamento com 
etidronato foi notado menor ganho de peso em relação aos demais grupos; as 
análises radiográficas também mostraram diferença entre os grupos. A microscopia 
de luz revelou que a lâmina epifiseal destes animais apareceu desorganizada e com 
extensa área de cartilagem na zona de ossificação, com pouca matriz óssea.  As 
análises de MEV mostraram pouco osso trabecular com lacunas de reabsorção nos 
animais tratados com etidronato, enquanto nos animais que receberam alendronato 
estas lacunas não foram observadas. O grupo alendronato apresentou numerosas 
células TRAP-positivas latentes, dados confirmados por MET. As células clasticas do 
grupo etidronato apresentaram características de intensa atividade, diferente dos 
osteoblastos que eram fusiformes. A análise da expressão gênica mostrou que os 
bisfosfonatos diminuem a expressão de todos os genes analisados no modelo in 
vivo, enquanto no modelo in vitro o alendronato aumenta a expressão de genes 
relacionados com ciclo celular, apoptose, e diminuindo somente a expressão de 
Runx2, que também se encontra menos expresso no grupo tratado com etidronato, 
assim como o gene de Spp1, que também está relacionado à osteogênese. A 
expressão proteica variou entre os grupos. Os resultados indicam que o tratamento 
com alendronato é o mais potente em inibir a ação dos osteoclastos enquanto o 
etidronato atua mais intensamente sobre os osteoblastos.  

Palavras-chave: Ossificação endocondral. Osteoclastos. Osteoblastos. 
Bisfosfonatos. Alendronato. Etidronato.  

  



ABSTRACT 

 

REZENDE, E.  Study of bisphosphonate effects in clastic cells during 
endochondral ossification in the rat knee and in primary culture: morphological 
and molecular approaches. 2013. 130 p. Ph. D. thesis (Cell and Tissue Biology) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

The clastic cells are essential during the initial endochondral ossification, which 
occurs for the reabsorption of the remaining cartilage followed by bone formation by 
osteoblasts. Bisphosphonates are drugs widely used in various metabolic bone 
disorders, including those that affect individuals in the growth phase. It is known that 
these drugs act primarily by inhibiting the action of osteoclasts. The present study 
evaluated the effect of different bisphosphonates, alendronate and etidronate during 
development endochondral of 21-day-old rats (in vivo model) and in primary cultures 
of clastic cells (in vitro model). The epiphyses of the femurs and tibias of the animals 
were x-rayed, analyzed by scanning (SEM) and transmission (TEM) electron 
microscopy. Sections were made and stained with H-E, Mallory Trichrome or TRAP 
histochemistry. Moreover, RNA for gene analysis by PRC-Real Time of genes related 
to cell cycle, apoptosis, mediated by the complex Nf and osteogenesis, as well as 
protein for proteic analysis by Western blotting for RANK, RANKL and OPG were 
extracted. The effect of these drugs was also assessed in primary culture derived 
from bone marrow of rats at the same age and RNA extracted for gene analysis by 
PCR Real-Time of the same genes mentioned above; the protein to proteic analysis 
by Western blotting members connected to osteoclastogenesis. During treatment 
with etidronate less weight gain compared to other groups was noticed; radiographic 
analyzes also showed differences.  Light microscopy revealed that these animals 
showed epiphyseal plate and disorganized with large area of cartilage in the 
ossification zone with few bone matrix. SEM analyzes showed few bone trabeculae 
with resorption lacunae in animals treated with etidronate, while the animals that 
received alendronate they were not observed. The alendronate group showed 
numerous TRAP-positive latent cells, data confirmed by TEM. Clastic cells in 
etidronate group showed characteristics of intense activity, but osteoblasts were 
fusiform. The gene expression analysis showed that bisphosphonates decrease the 
expression of all genes analyzed in vivo model, while in the in vitro model 
alendronate increases the expression of genes related to cell cycle, apoptosis, while 
decreasing the expression of Runx2, which expression is also less than in the 
etidronate-treated group , as well as the gene of SPP1 that is also related to 
osteogenesis. Protein expression varied among the groups. The results indicate that 
treatment with alendronate is more potent for inhibiting the clastic function, while 
etidronate acts more intensely on osteoblasts. 

Keywords: Endochondral ossification. Osteoclasts. Osteoblasts. Bisphosphonates. 
Alendronate. Etidronate. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os ossos são os principais constituintes do esqueleto, estrutura responsável 

pelo suporte e sustentação do organismo; é formado por células e cristais de fosfato 

de cálcio (hidroxiapatita) cuja proporção dos componentes varia de acordo com a 

localização e o tipo do osso. As células do tecido ósseo são osteoblastos, 

responsáveis pela síntese da matriz orgânica, osteócitos que realizam a manutenção 

desta matriz e osteoclastos, células multinucleadas e gigantes que realizam a 

reabsorção óssea, necessária para o processo de remodelamento ósseo, que ocorre 

durante toda a vida do indivíduo. Este tecido pode ser formado por dois processos 

distintos: a ossificação intramembranosa, que ocorre pela diferenciação de células 

mesenquimais embrionárias em osteoblastos; ou pela ossificação endocondral, onde 

o tecido ósseo substitui um molde de cartilagem pré-existente. 

As células clásticas estão presentes em dois momentos durante o processo 

de ossificação endocondral, na zona de cartilagem calcificada da lâmina epifisária, 

onde são chamados de condroclastos e reabsorvem parcialmente os tabiques de 

matriz cartilaginosa calcificada, permitindo a entrada de células que se diferenciarão 

em osteoblastos para depositar matriz óssea sobre os remanescentes desses 

tabiques; e na zona de ossificação da lâmina epifisária, onde os osteoclastos iniciam 

a remoção do trabeculado ósseo que contém cartilagem calcificada no seu interior, 

para sua substituição por tecido ósseo maduro (ARANA-CHAVEZ; BRADASCHIA-

CORREA, 2009, 2012). O processo de remodelação óssea ocorre mantendo a 

homeostase do tecido, onde a reabsorção e a formação são balanceadas e o osso 

reabsorvido é constantemente substituído por osso novo, principalmente para 

adaptar-se à carga e tensão mecânicas sofridas por este tecido. O excesso de 

reabsorção óssea é observado em doenças como a doença de Paget ou osteoíde 

deformante, mielomas, metástases ósseas, osteoporose e em alguns casos de 

osteogênese imperfeita (LANDESBERG et al., 2009; RUSSELL, 2006). As doenças 

osteometabólicas, que envolvem alterações nos processos de reabsorção óssea, 

têm sido amplamente tratadas com bisfosfonatos (BPs), drogas que inibem a ação 

das células de reabsorção, os osteoclastos. Uma grande quantidade destes 

compostos químicos foi sintetizada ao longo dos anos, provendo maior ou menor 
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intensidade de ação deste grupo de fármacos, que são prescritos de acordo com a 

doença e necessidade de cada paciente (RUSSELL, 2011). 

Os bisfosfonatos têm sido amplamente utilizados no tratamento de doenças 

onde ocorra excesso de reabsorção óssea, devido a seu efeito inibitório da atividade 

osteoclástica. Acredita-se que os BPs, como o alendronato, que contém nitrogênio 

em sua formula, são tóxicos a essas células, ocasionando defeito na organização do 

citoesqueleto e na sinalização intracelular, bem como inibição de mecanismos de 

adesão, mudanças estruturais na região da borda em escova e diminuição na 

produção de enzimas, eventos que podem levar à perda de sua capacidade de 

reabsorção ou levar à apoptose destas células (RUSSELL, 2006, 2011).  

O tratamento das doenças osteometabólicas com bisfosfonatos apresentam 

alta eficiência terapêutica, porém os mecanismos de ação dessas drogas nas 

células clásticas ainda não são totalmente conhecidos. De maneira geral, sabe-se 

que ocorrem alterações na atividade dos osteoclastos, uma vez que, ocorre a 

interrupção na formação da maquinaria pela qual ele se liga à matriz óssea. Assim, o 

citoesqueleto é um dos mais afetados nestas condições, levando a alterações no 

transporte de vesículas, organelas, além de mudanças morfológicas que inviabilizam 

a reabsorção óssea muitas vezes levando a morte celular. Estudos mostraram que 

as células clásticas presentes na cabeça da mandíbula, local onde ocorre 

ossificação endocondral, permanecem latentes sob efeito do alendronato 

(BRADASCHIA-CORREA et al., 2012). Como também ocorre ossificação 

endocondral nos osso que compõem a articulação do joelho, que se desenvolvem 

com claros e bem definidos discos epifisários, tanto na epífise distal do fêmur como 

na epífise proximal da tíbia, esta representa um excelente modelo para o estudo da 

ossificação endocondral, visando à avaliação do efeito dos BPs nas células 

clásticas. 

O presente estudo visou investigar os mecanismos moleculares relacionados 

aos eventos que envolvem apoptose e fatores relacionados ao ciclo celular, além de 

traçar uma análise morfológica comparativa entre as células do tecido ósseo sob a 

ação de BPs de diferentes gerações em modelos de ossificação endocondral. 

Propôs-se, a combinação de estudos in vitro com análises in vivo, a fim de integrar 

os resultados obtidos pelas duas abordagens, além da comparação dos resultados 
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moleculares e morfológicos, uma vez que a associação dessas duas visões proverá 

um melhor entendimento dos acontecimentos. 
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7 CONCLUSÃO  

 Os dois bisfosfonatos estudados levaram a modificações teciduais e 

moleculares, interferindo na ossificação endocondral. 

 O alendronato é o mais potente entre os bisfosfonatos estudados em inibir a 

ação dos osteoclastos durante o processo de ossificação endocondral, no modelo in 

vivo. As doses utilizadas de etidronato, no mesmo modelo, não alteram a ação dos 

osteoclastos, mas atuam ativamente nos osteoblastos. 

 Em ambos os modelos, o alendronato altera a expressão de importantes 

genes relacionados a apoptose, ao ciclo celular, a transdução de sinal mediada por 

Nf e a osteogênese, além de alterar a expressão de proteínas essenciais para 

ativação e formação das células clásticas, enquanto o etidronato diminui a 

expressão dos genes analisados, porém de maneira mais branda. O etidronato 

diminui a expressão dos genes Runx2 e Rankl, produzidos por osteoblastos.  

 No modelo in vivo, o etidronato não altera a expressão da maioria dos genes 

estudados; alterações mais expressivas foram observadas nos genes relacionados à 

formação de matriz óssea. 
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