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RESUMO 

Neofiti-Papi B. Avaliação In Vitro da interação do Hormônio Tireoidiano com o Sistema Nervoso 
Simpático, via receptores β2-adrenérgicos, no Tecido Ósseo e em Osteoblastos. [Tese (Doutorado em 
Biologia dos Sistemas, área Biologia Morfofuncional)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2022. 

Há evidências de que o sistema nervoso simpático (SNS) regula negativamente a 

massa óssea, via receptores β2-adrenérgicos (β2-AR) expressos em osteoblastos. 

Recentemente, observamos que camundongos com inativação do receptor β2-AR 

(β2-AR-/-) são parcialmente resistentes aos efeitos osteopênicos do excesso de 

hormônio tiroideano (HT) no esqueleto, sugerindo que há interação entre o HT e SNS 

para regular a massa óssea, envolvendo a sinalização dos receptores β2-AR. O 

objetivo deste estudo foi investigar se o HT interage com a via de sinalização do 

receptor β2-AR, localmente no tecido ósseo e em osteoblastos, para regular o 

remodelamento ósseo e a biologia dos osteoblastos. Para tanto, avaliamos o efeito da 

triiodotironina (T3; 10-8 M); clenbuterol (CLE, 10-4 M), um agonista β2-AR; propranolol 

(PROP; 10-6 M), um antagonista β2-AR; ou a combinação do T3 com essas drogas 

(T3+CLE ou T3+PROP) em células osteoblásticas da linhagem MC3T3-E1, derivada 

da calvária de camundongos. Em seguida, avaliamos o efeito do T3 (10-8 M); CLE (10-

4 M), ou a combinação de ambos (T3+CLE) em culturas primárias de osteoblastos 

derivados da calvária de camundongos selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Avaliamos, ainda, 

o efeito do T3, CLE e T3+CLE em culturas de fêmures e tíbias (culturas de órgãos) 

derivados de animais Selv e β2-AR-/-. O T3 e CLE sozinhos limitaram o crescimento 

celular nas células Selv, mas não nas células β2-AR-/-. O T3+CLE não alterou o efeito 

negativo do T3 nesse parâmetro celular. O T3 também limitou o crescimento das 

células MC3T3-E1, entretanto, esse efeito foi abolido quando o PROP foi combinado 

com o T3 (T3+PROP). O tratamento com T3 por 21 dias induziu a formação de nódulos 

de mineralização nas culturas primárias de osteoblastos Selv, o que não foi observado 

nas culturas β2-AR-/-. O T3 induziu a expressão da osteocalcina (OC) nas culturas 

primárias de osteoblastos e nas culturas de órgão Selv, mas o fez de maneira mais 

branda nas culturas β2-AR-/-. O T3 induziu a expressão de osteoprotegerina (OPG) 

nos osteoblastos Selv (culturas primárias), mas não nos osteoblastos β2-AR-/-. Em 

conjunto, esses achados sugerem que (i) a integridade da via de sinalização dos 

receptores β2 adrenérgicos é necessária para que o T3 promova o seu efeito negativo 



 
 
 

 

no crescimento celular e positivo na diferenciação osteoblástica; e que (ii) há uma 

interação local, em osteoblastos, entre o HT e o SNS, através da sinalização dos 

receptores β2 adrenérgicos, para regular esses processos. 

 

Palavras-chave: Hormônio Tireoidiano, Sistema Nervoso Simpático, Osteoblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

ABSTRACT 

Neofiti-Papi B. In Vitro Evaluation of the Interaction of Thyroid Hormone with the Sympathetic Nervous 
System, via β2-Adrenergic Receptors, in Bone Tissue and in Osteoblasts. [Thesis (Doctorate in Systems 
Biology, Morphofunctional Biology area)]. São Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of São 
Paulo; 2022.  

There is evidence that the sympathetic nervous system (SNS) negatively regulates 

bone mass via β2-adrenergic receptors (β2-AR) expressed in osteoblasts. Recently, 

we observed that mice with β2-AR receptor inactivation (β2-AR-/-) are partially resistant 

to the osteopenic effects of excess thyroid hormone (TH) in the skeleton, suggesting 

that there is an interaction between TH and SNS to regulate bone mass, involving the 

signaling of β2-AR receptors. The aim of this study was to investigate whether TH 

interacts with the β2-AR receptor signaling pathway, locally in bone tissue and in 

osteoblasts, to regulate bone remodeling and osteoblast biology. Therefore, we 

evaluated the effect of triiodothyronine (T3; 10-8 M); clenbuterol (CLE, 10-4 M), a β2-

AR agonist; propranolol (PROP; 10-6 M), a β2-AR antagonist; or the combination of T3 

with these drugs (T3+CLE or T3+PROP) in osteoblastic cells of the MC3T3-E1 lineage, 

derived from mouse calvaria. Next, we evaluated the effect of T3 (10-8 M); CLE (10-4 

M), or the combination of both (T3+CLE) in primary cultures of wild-type mouse 

calvaria-derived osteoblasts (Selv) and β2-AR-/-. We also evaluated the effect of T3, 

CLE and T3+CLE in cultures of femurs and tibias (organ cultures) derived from Selv 

and β2-AR-/- animals. T3 and CLE alone limited cell growth in Selv cells, but not in β2-

AR-/- cells. T3+CLE did not alter the negative effect of T3 on this cellular parameter. T3 

also limited the growth of MC3T3-E1 cells, however, this effect was abolished when 

PROP was combined with T3 (T3+PROP). Treatment with T3 for 21 days induced the 

formation of mineralization nodules in primary osteoblast Selv cultures, which was not 

observed in β2-AR-/- cultures. T3 induced osteocalcin (OC) expression in primary 

osteoblast cultures and Selv organ cultures, but more mildly in β2-AR-/- cultures. T3 

induced osteoprotegerin (OPG) expression in Selv osteoblasts (primary cultures), but 

not in β2-AR-/- osteoblasts. Taken together, these findings suggest that (i) the integrity 

of the β2-adrenergic receptor signaling pathway is necessary for T3 to promote its 

negative effect on cell growth and its positive effect on osteoblastic differentiation; and 

that (ii) there is a local interaction, in osteoblasts, between TH and the SNS, through 

the signaling of β2 adrenergic receptors, to regulate these processes. 



 
 
 

 

Keywords: Thyroid Hormone, Sympathetic Nervous System, Osteoblasts. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 O Remodelamento Ósseo: uma breve revisão 

O tecido ósseo, apesar da sua rigidez e aparência inerte, é bastante dinâmico 

[1]. Durante toda a vida, ele é renovado através do processo de remodelamento ósseo, 

que tem o objetivo de manter a integridade da sua matriz extracelular (MEC), sua 

capacidade de resistir ao estresse mecânico e evitar o acúmulo de microdanos, 

mantendo a eficiência das funções esqueléticas. O tecido ósseo é o principal 

componente dos ossos, que desempenham funções importantes, tais como: (i) 

suporte e local para fixação dos músculos; (ii) proteção para os órgãos vitais, como 

medula óssea e cérebro; (iii) atuam como órgãos metabólicos, uma vez que o tecido 

ósseo é local de reserva de cálcio e fosfato e participa do metabolismo mineral; (iv) 

atuam como órgãos endócrinos, uma vez que as células ósseas produzem fatores que 

atuam em outros órgãos ou tecidos, como a osteocalcina e FGF23; além de (v) 

atuarem na hematopoiese, uma vez que os ossos alojam a medula óssea 

hematopoiética. O tecido ósseo se organiza na forma de (i) osso compacto ou cortical, 

que provê função protetora e mecânica aos ossos; e (ii) osso esponjoso ou trabecular, 

que providencia resistência óssea e, principalmente, função metabólica, pela sua 

grande área de superfície [2].  

O remodelamento ósseo é um processo fisiológico, caracterizado pelo 

acoplamento e balanço entre as atividades de reabsorção e formação óssea, 

realizados pelas células osteoclásticas e osteoblásticas, respectivamente [3, 4]. O 

desbalanço excessivo entre a reabsorção e formação ósseas resulta em doenças 

ósseas como, por exemplo, a osteoporose, que ocorre quando a reabsorção óssea se 

sobrepõe à formação óssea, levando à perda de massa óssea e ao aumento do risco 

de fraturas. Um outro exemplo de doença óssea relacionada ao desbalanço entre 

formação e reabsorção óssea é a osteopetrose, que acontece quando há algum 

defeito na reabsorção óssea, fazendo com que a formação óssea se sobreponha à 

reabsorção, levando ao acúmulo excessivo de massa óssea, a uma MEC menos 

renovada, e a uma redução da resiliência óssea com aumento do risco de fraturas 

graves [5]. 

O remodelamento ósseo segue uma sequência de ações coordenadas das 

células de revestimento, osteócitos, osteoclastos e osteoblastos, em uma estrutura 

anatômica temporária conhecida como unidade básica multicelular (BMU) [6].  Essa 
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sequência de ações determinam as seguintes fases do remodelamento ósseos: fases 

de ativação, reabsorção, reversa, formação e quiescência. Na fase de ativação, 

fatores locais (mecânicos ou bioquímicos) ou sistêmicos (por exemplo, hormônios) 

atuam nas células de revestimento ou nos osteócitos fazendo com que essas células 

liberem fatores que recrutam precursores de osteoclastos para o sítio ósseo a ser 

remodelado. Na sequência, ocorre a osteoclastogênese e adesão dos osteoclastos à 

superfície óssea. Em seguida, ocorre a fase de reabsorção óssea (com duração de 

aproximadamente 2-4 semanas), onde os osteoclastos basicamente liberam HCl e 

enzimas proteolíticas (por exemplo, a catepsina K) para um compartimento 

extracelular fechado entre a superfície osteoclástica e óssea. Esses fatores dissolvem 

os cristais de hidroxiapatita e digerem a matriz orgânica, respectivamente. A próxima 

fase é a reversa, caracterizada pela saída ou apoptose dos osteoclastos, e pelo 

recrutamento de células precursoras de osteoblastos para o sítio de remodelamento. 

Essas células se diferenciam em osteoblastos ativos e se posicionam na lacuna de 

reabsorção, conhecida como lacuna de Howship [4]. Em seguida, ocorre a fase de 

formação óssea (com duração de 4-6 meses aproximadamente), quando os 

osteoblastos sintetizam e secretam os componentes orgânicos da matriz óssea, além 

de coordenarem a mineralização dessa matriz. Nessa fase, alguns osteoblastos são 

encarcerados pelo seu próprio produto (a MEC), o que faz com que sofram alterações 

metabólicas e morfológicas, tornando-se osteócitos. Outros osteoblastos diminuem 

sobremaneira a sua atividade de síntese e secreção proteica, assumem uma forma 

achatada e recobrem a superfície óssea recém-formada, passando a serem 

chamados de células de revestimento ou células de superfície. Uma outra parcela de 

osteoblastos sofre apoptose [5]. Finalmente, o tecido ósseo entra em uma fase de 

quiescência, caracterizada por um estado de baixíssima atividade de formação ou 

reabsorção óssea [7, 9].  

Um dos principais eixos envolvidos na ativação do remodelamento ósseo é o 

eixo RANK/RANKL/OPG [1]. O ativador do receptor do fator nuclear kappa-B (RANK) 

é um receptor de membrana expresso em células precursoras de osteoclastos e em 

osteoclastos maduros. O ligante do RANK (RANKL), sintetizado pelos osteoblastos e 

osteócitos (dentre outras células), ao ligar-se ao RANK, induz a osteoclastogênese e 

atividade osteoclástica, resultando em um aumento da reabsorção óssea [10, 11]. Já 

a osteoprotegerina (OPG), um receptor solúvel do RANKL, ao ligar-se a este fator, 
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limita a interação RANK/RANKL e, consequentemente, inibe a diferenciação e 

atividade dos osteoclastos [12].  

1.2 Hormônio Tireoidiano 

A tireóide secreta dois hormônios principais, a tiroxina (T4) e a triiodotironina 

(T3) [13, 14]. O T4 corresponde à maior produção tireoidiana (60-90% 

aproximadamente), enquanto a produção de T3 representa 10-40%. A produção de 

outras iodotironinas inativas biologicamente representa cerca de menos de 1%. O T4 

basicamente funciona como um pró-hormônio, ou seja, ele é precursor de T3, e 

apresenta menor afinidade pelos receptores de hormônio tireoidiano (TRs). Além 

disso, a concentração de T4 no núcleo celular é 10 vezes menor em relação ao T3, 

fazendo com que a sua ligação aos TRs seja mínima e a sua atividade biológica, 

irrelevante [15]. Com isso, é preciso que o T4 seja convertido em T3, através de ações 

de enzimas celulares, as desiodases das iodotironinas, para que o hormônio 

tireoidiano (HT) ganhe importância fisiológica estando na sua forma biologicamente 

ativa. Essa conversão ocorre na própria tireoide e, principalmente, nos tecidos alvo do 

HT, como por exemplo no fígado, rins, coração e nos ossos [13]. Existem três tipos de 

desiodases das iodotironinas, identificados em tecidos de mamíferos, as desiodases 

do tipo I, II e III (D1, D2 e D3, respectivamente). A D1 tem ação ativadora e inativadora 

dos hormônios tireoidianos por converter T4 em T3, T4 em T3 reverso (rT3) e T3 a 

T2. Já a D2, converte T4 em T3, tendo T4 como seu principal substrato, tornando-se 

preferencialmente uma ativadora de T4, além de converter rT3 em T2. A D3 é a 

principal inativadora dos hormônios tireoidianos, por converter T4 e T3 em rT3 e T2, 

respectivamente. A deficiência de HT regula positivamente a atividade da D2 e 

negativamente a atividade de D3, o oposto sendo observado em casos de excesso de 

HT [16].  

A forma de manter os níveis normais de HT no organismo, uma condição 

conhecida como eutireoidismo, é através do sistema de feedback negativo envolvendo 

o eixo hipotálamo-hipófise-tireoide. A região do núcleo paraventricular do hipotálamo 

é responsável por sintetizar o hormônio liberador de tireotropina (TRH). Este, por sua 

vez, estimula a síntese e secreção do hormônio estimulante da tireoide (TSH), pela 

porção anterior da glândula hipófise [17, 18]. Através da interação TSH-TSHR, que 

são receptores de TSH expressos nas células foliculares da tireoide, o TSH estimula 

a proliferação dessas células e a síntese e liberação de T4 e T3. Os hormônios 
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tireoidianos inibem a síntese e a secreção de TRH e TSH, enquanto a redução dos 

níveis dos HT leva ao aumento da síntese e secreção de TRH e TSH, tendo uma 

relação inversa [19].  

Por muito tempo pensou-se que o HT entrava nas células por difusão passiva. 

Entretanto, foram identificadas proteínas de membrana que atuam como 

transportadores de hormônios tireoidianos, uma vez que facilitam a entrada dos HTs 

nas células alvo. Como exemplos, há o monocarboxilato (MCT) 8 e 10, sendo que o 

primeiro é amplamente expresso nas células ósseas (osteoblastos, osteoclastos, 

condrócitos) e apresenta maior afinidade pelos HT. [13, 20, 21, 22]. 

1.3 Hormônio Tireoidiano e Tecido Ósseo 

O HT exerce uma ampla variedade de efeitos no desenvolvimento e 

metabolismo de praticamente todos os tecidos, sendo essencial para o 

desenvolvimento e metabolismo ósseos. Durante o desenvolvimento, a deficiência do 

HT causa atraso generalizado na ossificação intramembranosa e endocondral, 

somando-se a importantes alterações na lâmina epifisial, tais como redução da sua 

espessura, desorganização das colunas de condrócitos e prejuízo na diferenciação 

de condrócitos proliferativos em hipertróficos, resultando em redução do crescimento 

e anormalidades esqueléticas [23]. Por outro lado, a tirotoxicose resulta em maturação 

esquelética acelerada com fechamento prematuro da lâmina epifisial, e com 

subsequente diminuição do crescimento longitudinal ósseo [24]. Quanto ao 

metabolismo ósseo, o T3 estimula tanto a formação quanto a reabsorção óssea por 

regular a atividade dos osteoblastos e osteoclastos (células que formam e reabsorvem 

osso, respectivamente). Em condições de excesso de HT, a atividade dessas duas 

populações celulares está aumentada com predomínio da atividade osteoclástica, 

levando à diminuição da massa óssea [25, 26]. Por outro lado, no hipotireoidismo, o 

crescimento e remodelamento ósseos são reduzidos, o que pode resultar em um 

ligeiro aumento ou inalteração da massa óssea [27]. O HT pode afetar o esqueleto 

indiretamente, alterando a síntese e/ou secreção de outros hormônios. Um exemplo é 

o hormônio de crescimento e IGF-I (insulin-like growth factor-1), cuja expressão gênica 

e proteica é regulada pelo HT [28]. Por outro lado, sabe-se que o HT também atua 

diretamente nas células ósseas, modificando a sua proliferação, e a diferenciação 

e/ou a expressão de vários genes relacionados ao metabolismo ósseo [22].  
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As ações diretas do HT no esqueleto são resultado da sua interação com os 

seus receptores nucleares (TRs), que são fatores de transcrição induzíveis pelo T3. 

Esses receptores ligam-se a regiões específicas dos genes alvo, os elementos 

responsivos do hormônio tiroidiano (TREs), e modificam a sua expressão, 

aumentando ou diminuindo a taxa de transcrição gênica. As isoformas clássicas de 

receptores de hormônio tireoidiano são codificados por 2 genes, THR e THR [13, 

29]. O THR  codifica três principais produtos de ligação ao T3, que são TR1, TR2 

e TR3. Já o THR codifica TR1 que se liga ao T3, e o TR2 que não se liga ao T3, 

e atua, pelo menos in vitro, como um antagonista do TR1 e TR1 [13, 30]. O TR1, 

TR2 e TR1 são expressos nas principais células esqueléticas (osteoblastos, 

osteoclastos e condrócitos) [30, 31] porém, suas contribuições funcionais no que diz 

respeito ao desenvolvimento e metabolismo ósseos é pouco compreendido. Estudos 

mostram que, no tecido ósseo, a isoforma predominante é o TR1 [32-35], contudo, 

nós demonstramos através de estudos do nosso grupo, que o TR1 medeia 

importantes efeitos do T3 nos osteoblastos de ratos e camundongos [36] 

principalmente, no esqueleto de ratos em desenvolvimento [37]. 

Outra forma de ação do HT, além da ação genômica via TR, é a não genômica, 

por vias extranucleares [38]. São mecanismos que desencadeiam ações rápidas, e 

essa ação inicia com o HT interagindo com proteínas de membrana plasmática, 

citoplasma, ou mitocôndria [39, 40] e estão associados a vias de segundo mensageiro, 

como (a) via de sinalização da fosfolipase C, inositol trifosfato, diacilglicerol, proteína 

quinase C e Ca 2+ intracelular; (b) a adenilil ciclase, a proteína quinase A e a via da 

proteína de ligação do elemento de resposta ao cAMP; (c) e a via Ras/Raf1 serina-

treonina quinase/MAPK. Essas vias não são afetadas pelos inibidores de transcrição 

e tradução [21].  

1.4 Sistema Nervoso Simpático 

O Sistema Nervoso Central (SNC) capta as informações do meio externo e 

interno do corpo, enviando sinais por meio de vias eferentes autônomas e motoras 

somáticas. O Sistema Nervoso Autônomo (SNA) está localizado de forma estrutural e 

funcional para garantir a conexão entre meio externo e interno, a homeostase corporal 

e resposta adaptativa a vários estresses [41]. Ele se divide, anatomicamente, em 

Sistema Nervoso Simpático (SNS) e Sistema Nervoso Parassimpático (SNP). A 

grande maioria das fibras pós-ganglionares simpáticas são adrenérgicas, por 
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apresentarem a noradrenalina (NE) como neurotransmissor [42]. O sistema 

adrenérgico é um regulador essencial de funções neurais, endócrinas, 

cardiovasculares, vegetativas e metabólicas. As catecolaminas endógenas, 

adrenalina e NE, transmitem seus sinais biológicos via receptores acoplados à 

proteína G para regular uma variedade de funções celulares [43]. Esses receptores 

são denominados receptores adrenérgicos, e é através deles que o SNS efetua suas 

ações sobre os órgãos alvo. A maioria desses receptores está localizada na 

membrana plasmática de neurônios e em células alvo neurais e não neurais. Nas 

células alvo desse sistema, há receptores α-adrenérgicos e/ou β-adrenérgicos. São 

conhecidos nove subtipos de receptores adrenérgicos, que são ativados pela 

adrenalina e NE: α1 (α1A, α1B e α1D), α2 (α2A, α2B e α2C) e β (β1, β2 e β3) [43, 44]. 

Todas as isoformas de receptores β-adrenérgicos ativam a proteína G estimulatória, 

que por sua vez estimulam a adenilatociclase (AC) e, portanto, induzem a síntese de 

3`,5`-adenosina cíclico (AMPc) [43], que é o segundo mensageiro das ações da NE 

mediadas pelos receptores β-adrenérgicos. Por outro lado, os receptores α2 inibem a 

AC e, portanto, reduzem a formação de AMPc, antagonizando as ações mediadas 

pelos receptores β-adrenérgicos. 

1.5 Sistema Nervoso Simpático e Tecido Ósseo 

Um achado muito importante das últimas décadas foi que o remodelamento 

ósseo também está sujeito ao controle do Sistema Nervoso Central (SNC). 

Demonstrou-se ainda que uma das formas através da qual o SNC regula a massa 

óssea é ativando o SNS, onde ele age como efetor periférico [45, 46]. Evidências 

demonstram que o SNS regula negativamente e diretamente a formação óssea, 

através de receptores β2-adrenérgicos expressos em osteoblastos; enquanto regula 

positivamente a reabsorção óssea, de forma indireta, aumentando a produção de 

RANKL pelos osteoblastos [47, 48, 49]. Assim, é esperado que a diminuição e o 

aumento do tônus simpático resultem, respectivamente, em alto e baixo fenótipo de 

massa óssea. O princípio dos estudos da ação do SNS sobre o tecido ósseo começou 

com a investigação do efeito de um pequeno hormônio polipeptídeo, a leptina, no 

esqueleto. A leptina é secretada principalmente por adipócitos e controla 

especialmente o peso corporal e a função gonadal através das vias hipotalâmicas [50, 

51], além de ser um potente regulador de massa óssea, atuando como inibidor da 

formação óssea [45]. O efeito antiosteogênico da leptina não é local e sim central [45]; 
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ou seja, não ocorre quando a leptina é superexpressa em osteoblastos de 

camundongos in vivo [18], mas sim quando ela é administrada diretamente no III 

ventrículo por infusão intracerebroventricular (ICV) [45, 47], ou quando há aumento 

sérico importante da leptina [48]. Centralmente, a leptina ativa o SNS. A infusão de 

doses mínimas de leptina no III ventrículo leva a marcantes reduções da massa óssea, 

tanto em camundongos selvagens quanto deficientes de leptina. Com base em lesões 

químicas, demonstrou-se que o núcleo ventromedial do hipotálamo (VMH) medeia o 

efeito central da leptina [47]. Além disso, demonstrou-se que esse efeito central é 

mediado pelo SNS e, mais especificamente, por receptores 2-adrenérgicos (2-AR) 

[47, 48].  

O fenótipo de alta massa óssea (AMO) encontrado em modelos de 

camundongos com baixa atividade simpática, como em animais Ob/Ob (deficientes 

de leptina), e em animais deficientes de dopamina β-hidroxilase (DbH-/-), a enzima 

limitante responsável pela síntese de catecolaminas, evidencia o papel do SNS no 

controle do remodelamento ósseo [23].  Esse fenótipo de AMO observado nos animais 

Ob/Ob resulta de uma alta renovação óssea com um aumento simultâneo nos 

marcadores de formação e reabsorção óssea [48, 49]. Esses modelos animais, 

entretanto, apresentam disfunções endócrinas, incluindo hipercorticismo, 

hiperinsulinemia e hipogonadismo, que por si só já interferem nos efeitos do SNS no 

osso. Análises de animais com inativação gênica (knockout = KO) dos receptores β2-

AR, os camundongos β2-AR-/-, que não apresentam anormalidades endócrinas ou 

metabólicas, evidenciam um papel mais preciso do β2-AR na massa óssea. Esses 

animais apresentam peso corporal normal e, um fenótipo de AMO a partir dos 6 meses 

de idade, que ocorre devido a um aumento da formação e diminuição da reabsorção 

óssea [48]. Além disso, esses animais são resistentes à perda de massa óssea 

induzida por ovariectomia. Outra evidência do papel dos receptores β2 na mediação 

das ações do SNS no tecido ósseo é o fato de que a administração de Isoproterenol, 

um agonista β-adrenérgico, leva a perda de massa óssea, enquanto a administração 

de Propranolol, um antagonista β-adrenérgico leva ao ganho de massa óssea [46, 52, 

53].  

Por outro lado, estudos do nosso grupo vêm demonstrando que os receptores 

α2 adrenérgicos também medeiam ações do SNS no esqueleto [54, 55]. Vimos que 

camundongos com duplo KO dos genes do α2A-AR e do α2C-AR (α2A/2C-AR-/-) 

também apresentam um fenótipo de AMO [54]. Além disso, demonstramos que os 
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receptores adrenérgicos α2A, α2B e α2C (α2A-AR, α2B-AR e α2C-AR) são expressos 

nas principais células ósseas (osteoblastos, osteócitos e osteoclastos), em 

condrócitos da lâmina epifisial e dos centros de ossificação secundários e, em 

condrócitos da cartilagem articular [54]. O fato dos animais α2A/2C-AR-/- 

apresentarem fenótipo de AMO, mesmo apresentando uma elevação no tônus 

simpático e expressão de β2-AR, demonstra que este último não é o único 

adrenoceptor envolvido no controle do metabolismo ósseo, e que o α2A-AR e/ou α2C-

AR apresentam um papel importante na mediação das ações do SNS na regulação 

da massa óssea.  

1.6 Evidências de que o Hormônio Tireoidiano interage com o SNS para 

regular a Estrutura e Fisiologia Óssea 

Uma característica importante do HT, mas ainda pouco entendida, é a sua 

interação com o SNS. É conhecido que as interações entre as ações do HT e 

catecolaminas são importantes para a regulação da termogênese, lipólise, 

glicogenólise, gluconeogênese, frequência cardíaca, dentre vários outros processos 

[56]. É digno de nota que pacientes com hipertireoidismo geralmente apresentam 

numerosas manifestações clínicas de aumento da atividade simpática, manifestando 

palpitações, tremores, sudorese, nervosismo, perda de peso, intolerância ao calor, 

olhar fixo, taquicardia e aumento da pressão de pulso [57]. Sabe-se que uma das 

formas efetivas de tratar os sinais e sintomas do hipertireoidismo é com a 

administração de β-bloqueadores, sugerindo importantes papéis da sinalização β-

adrenérgica nas interações HT-SNS no controle de muitos processos fisiológicos [58]. 

Os mecanismos desse sinergismo ainda não são completamente entendidos e vem 

sendo investigados nos diferentes sistemas. Sabe-se que o HT não aumenta a 

concentração de catecolaminas no plasma [59, 60]. Entretanto, observa-se que o HT 

aumenta a produção de AMPc induzida pelas catecolaminas em diferentes células e 

tecidos, por exemplo, em células miocárdicas e no tecido adiposo branco e marrom 

[61, 62, 63]. Pelo menos um mecanismo para esse importante efeito é a ação do HT 

em aumentar o número de receptores -adrenérgicos no coração [62]. Considerando-

se que o excesso de HT causa perda de massa óssea e que a ativação do SNS 

também apresenta efeito negativo na massa óssea, levantamos a hipótese de que há 

uma interação do HT com o SNS para regular o metabolismo ósseo e, 

consequentemente, a massa óssea. Uma evidência dessa possível interação é o fato 
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de que o tratamento de pacientes hipertiroideos com propranolol (agonista β-

adrenérgico) corrige a hipercalcemia secundária à tirotoxicose [56]. Além disso, 

pacientes com hipertiroidismo tratados com propranolol apresentam redução da 

excreção de hidroxiprolina pela urina, um marcador bioquímico de reabsorção óssea 

[57], o que sugere que o aumento da reabsorção óssea no hipertiroidismo possa 

envolver mecanismos dependentes da sinalização -adrenérgica. 

Recentemente, com o intuito de investigar essa hipótese, o nosso grupo 

estudou o efeito de 10x e 20x a dose fisiológica de triiodotironina (3,5µg ou 7.0µg de 

T3/100g de massa corporal/dia, respectivamente), por 90 dias, na microaquitetura 

óssea e em parâmetros biomecânicos do fêmur de camundongos β2-AR-/-, e nos seus 

respectivos selvagens (Selv), camundongos da linhagem FVB. Vimos que 

camundongos fêmeas β2-AR-/- se mostraram menos sensíveis aos efeitos da 

tirotoxicose no osso trabecular, o que não foi observado nos camundongos machos. 

No entanto, com relação ao osso cortical femoral, vimos que o excesso de HT 

aumentou o perímetro endosteal e a área medular nos animais selvagens machos e 

fêmeas, mas não nos animais β2-AR-/-, o que sugere que o T3 promove reabsorção 

óssea endosteal no osso cortical, através de um mecanismo que depende da via de 

sinalização do β2-AR [65]. Em relação a parâmetros biomecânicos, vimos que o 

excesso do HT levou a reduções significativas na carga máxima, tenacidade, rigidez 

e resiliência no fêmur dos camundongos fêmeas Selv, o que não foi afetado nas 

fêmeas KO, evidenciando, mais uma vez, uma resistência desses animais aos efeitos 

deletérios da tireotoxicose no tecido ósseo. Por outro lado, os camundongos machos 

Selv e KO se mostraram resistentes aos efeitos deletérios do tratamento com T3 sobre 

os parâmetros biomecânicos do fêmur, sugerindo a participação de fatores sexuais na 

interação do HT com o SNS para regular a morfofisiologia óssea. Em conjunto, esses 

achados sustentam a hipótese de interações entre o HT e o SNS para modular a 

estrutura e remodelamento ósseos, e sugerem que o HT interage com o SNS através 

da via dos receptores β2 adrenérgicos, além da via dos receptores α2 adrenérgicos, 

para regular a massa e estrutura ósseas [65]. Contudo, ainda não é claro se o SNS 

atua diretamente no esqueleto; se a sua interação com o HT ocorre localmente nas 

células ósseas; e se uma possível interação local do SNS com o HT envolve a via de 

sinalização dos adrenoceptores β2. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

Avaliar se o HT interage com a via de sinalização do β2-AR, localmente, no 

tecido ósseo e em osteoblastos, para regular o remodelamento ósseo e a biologia dos 

osteoblastos. 

2.2 Objetivo Específico   

• Modelo 1: células osteoblásticas da linhagem MC3T3-E1: 

- Avaliar a resposta dessas células ao tratamento com T3; Clembuterol (CLE), 

um agonista β2 adrenérgico; propranolol (PROP), um antagonista β2 

adrenérgico; ou do T3 com CLE ou PROP (T3+CLE e T3+PROP) quanto 

ao(à): 

- Crescimento celular.  

- Expressão gênica da osteocalcina. 

- Avaliar AMPc. 

• Modelo 2: cultura primária de osteoblastos derivados das calvárias de 

camundongos Selv e β2-AR-/-: 

- Avaliar a resposta dessas células ao tratamento com T3, CLE e a 

combinação de ambas as drogas (T3+CLE), quanto ao(à): 

- Crescimento celular; 

- Expressão de genes marcadores e reguladores da diferenciação 

osteblástica; 

- Formação de nódulos de mineralização. 

• Modelo 3: cultura de Órgão – Fêmur e Tíbia derivadas de camundongos Selv 

e β2-AR-/-: 

- Avaliar a resposta desses ossos ao tratamento com T3, CLE e T3+CLE 

quanto ao(à): 

- Expressão genes relacionados à formação, reabsorção e remodelamento 

ósseos. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais e Acasalamento  
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Foram estudados camundongos com inativação gênica do β2-AR 

(camundongos β2-AR-/-), gerados pelo grupo do Dr. Brian Kobilka, Universidade de 

Stanford, California, EUA, em background FVB [66]. Esses animais knockout (KO) nos 

foram cedidos pela Dra. Patrícia C. Brum, Professora Associada da Escola de 

Educação Física e Esporte (EEFE), USP. Os camundongos β2-AR-/- e os seus 

respectivos selvagens (Selv) foram mantidos no biotério do Departamento de 

Anatomia, ICB, USP, em condições controladas de luz e temperatura (ciclos 

alternados de claro/escuro de 12 horas em temperatura de aproximadamente 25ºC), 

com acesso ad libitum à ração e água. Para a produção de animais para o estudo, 

foram estabelecidos e mantidos 5 trios de acasalamento, compostos por 2 fêmeas e 

um macho para cada linhagem de camundongos Selv e β2-AR-/-), perfazendo um total 

de 10 trios de acasalamento. A cada 7-8 meses, os trios de acasalamento foram 

renovados, sendo que os animais excluídos foram eutanasiados em câmara de CO2. 

A fase de acasalamento e gestação foi acompanhada a cada dois dias. Para os 

experimentos, foram utilizados de 6-8 camundongos neonatos, a partir do dia do 

nascimento (P0) até o 4º dia pós-parto (P4). Os neonatos foram submetidos a 

eutanásia por decapitação, com lâminas afiadas, seguida da coleta das suas 

calvárias, fêmures e tíbias, para os estabelecimentos das culturas primárias de 

osteoblastos (a partir das calvárias) e culturas de órgãos (fêmures e tíbias).  

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram realizados de 

acordo com as normas da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto 

de Ciências Biomédicas, USP (CEUA Nº 2025041217 e 4388031022).  

3.2 Células MC3T3-E1 

Foram estabelecidas culturas com a linhagem de células osteoblásticas 

MC3T3-E1, derivada da calvária de camundongos C57BL/6.  

3.2.1 Determinação do Crescimento Celular e Expressão Gênica 

As células MC3T3-E1 foram plaqueadas na densidade de 103 células por poço, 

em placas de 24 poços, em quadruplicatas; e cultivadas em meio αMEM (Gibco BRL, 

Paisley, UK) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco), estripado com 

carvão ativado (detalhado no item 3.2.3). Três dias após o plaqueamento, as células 

foram tratadas com T3 (10-8 M); CLE (10-4 M); T3+CLE; PROP (10-6 M) ou T3+PROP 

por 0, 1, 2, 4, 7 e 10 dias. Em cada um desses tempos (time-points), as células foram 
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coletadas, centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultivo para a realização da 

contagem do número de células, utilizando-se uma câmara de Neubauer. A partir da 

plotagem do número de células para cada time-point, determinou-se o crescimento 

celular. Em seguida, as mesmas amostras usadas para contagem do número de 

células foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado e as células 

foram homogeneizadas em Trizol. As amostras foram, então, armazenadas em 

freezer -80ºC até o momento da extração de RNA total e posterior avaliação de 

expressão gênica por PCR em tempo real. 

3.2.2 Quantificação do Conteúdo de AMPc nas Células MC3T3-E1 

Para a dosagem de AMPc intracelular, as células MC3T3-E1 foram plaqueadas 

na concentração de 0,5x104 células por poço, em placas de 6 poços, em triplicatas. 

Três dias após o plaquemento, as células permaneceram sem tratamento (-) ou foram 

tratadas com T3 (10-8 M) por 72 horas, CLE (10-4 M) por 30 min (últimos 30 minutos 

das 72 horas) e a combinação de ambos os tratamentos. Ao final do período de 

tratamento, as células foram dissociadas em HCl 0,1 M, coletadas e transferidas para 

tubos Eppendorf. As suspensões de células foram homogeneizadas por pipetamento 

(up and down) e, em seguida, centrifugadas em alta velocidade (12.000 rpm) por 10 

min. O sobrenadante foi usado para a dosagem do AMPc intracelular, utilizando-se o 

kit cAMP immunoassay (ab65355; Abcam, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante.   

3.2.3 Tratamento do FBS com Carvão Ativado 

O FBS foi tratado com carvão ativado para retirar lípides, esteróides e hormônio 

tireoidiano do soro de acordo com o seguinte protocolo: para cada 100ml de FBS 

foram adicionados 3,09g de carvão ativado (Merck – KGaA, Germany). A mistura FBS 

e carvão ativado foram mantidos em mixer magnético (com uso do “peixinho”) por 12 

h (overnight) à 4ºC. Em seguida, a mistura foi centrifugada em ultracentrífuga 

(16.330rpm) por 1 hora a 4ºC e o sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado 

nas mesmas condições. O processo foi repetido três vezes, sendo que ao final da 

terceira centrifugação, o sobrenadante foi filtrado e, armazenado em freezer -20ºC 

para uso posterior. 

As células MC3T3-E1 foram cultivadas em meio de cultura contendo diferentes 

porcentagens de FBS tratado com carvão ativado (FBS-TCA) para verificarmos a 
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condição que não alterasse ou pouco alterasse o crescimento e viabilidade das 

células.  

3.3 ESTUDO I – Estudo da Biologia dos Osteoblastos em Culturas Primárias 

de Osteoblastos 

3.3.1 Cultura Primária de Células Osteoblásticas derivadas da Calvária de 

Camundongos 

Células da linhagem osteoblástica foram isoladas da calvária de 6-8 

camundongos neonatos (P0-P4) 2-AR-/- e Selv, por digestão enzimática sequencial, 

utilizando-se 1% de tripsina e 1% de colagenase, em meio MEM (Gibco BRL, Paisley, 

UK), como previamente descrito [67]. As células foram então cultivadas em placas de 

petri de 100 mm (P100), em meio de cultivo (MC) contendo MEM (Invitrogen), 

suplementado com 10% de FBS (Gibco) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco). 

Após 72 horas do plaqueamento, o meio de cultura foi trocado e as células cultivadas 

até atingirem a confluência de 100% (aproximadamente 5-6 dias), sendo o meio 

trocado a cada 3 dias. Após atingirem confluência, as células foram coletadas e 

semeadas de acordo com os objetivos de cada experimento. 

3.3.2 Crescimento das Células Osteoblásticas 

As células osteoblásticas foram inicialmente semeadas em uma densidade de 

104 células por poço, em placas de 24 poços e cultivadas em meio de cultivo (MC). 

Depois de 72 horas do plaqueamento, o meio de cultura foi substituído por meio de 

diferenciação (MD), que se refere ao MC suplementado com 50 µg/ml de ácido 

ascórbico (Sigma, St. Louis, MO) e 10 mM β-glicerofosfato (Sigma). No dia seguinte 

(considerado o dia 0), foi iniciado o tratamento com T3 (10-8M), CLE (10-4M) e T3+CLE. 

O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. As células foram coletadas no dia 0 (sem 

tratamento) e no 3o, 6o, 9o, 12o, 15o, 18o e 21o dia de tratamento (T0, T3, T6, T9, T12, 

T15, T18 e T21 respectivamente), para determinar o número de células por poço, por 

contagem manual, utilizando uma câmara de Neubauer (Improve Neubaur). Os 

ensaios foram realizados em triplicatas. 

3.3.3 Diferenciação Osteoblástica 

3.3.3.1 Avaliação da Formação de Nódulos de Mineralização 
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Para a quantificação de nódulos de mineralização, que é uma medida da 

diferenciação osteoblástica, foram usadas placas de 12 poços, onde as células 

osteoblásticas foram semeadas em uma densidade de 3x104 célula/poço e cultivadas 

em MC. Depois de 72 horas do plaqueamento, o meio de cultura foi substituído por 

meio de diferenciação (MD), que se refere ao MC suplementado com 50 µg/ml de 

ácido ascórbico (Sigma, St. Louis, MO) e 10 mM β-glicerofosfato (Sigma). Após 24 

horas (considerado o dia 0), foi iniciado o tratamento com T3 (10-8M), CLE (10-4M) e 

T3+CLE. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. Em T7, T14 e T21, as culturas 

foram submetidas à coloração com vermelho de alizarina, como descrito a seguir, para 

que os nódulos de mineralização fossem corados. Os poços foram lavados com PBS, 

fixados com paraformoldeído 4% a temperatura ambiente por 30 minutos, em 

agitação. Em seguida, os poços foram lavados 3x com água Milli Q e mantidos com 

uma solução de vermelho de alizarina 2% [2 g de vermelho de alizarina (Sigma-

Aldrich) em 100 mL de água destilada] por 30 minutos, em agitação. Posteriormente, 

os poços foram lavados com PBS de 3 a 4x, até retirar o excesso do corante. O PBS 

foi retirado por completo das placas, e as mesmas foram deixadas em temperatura 

ambiente, destampadas para secar. Em seguida, 320 ꭋl de ácido acético a 10%, 

diluídos no PBS) foram adicionados aos poços, que foram então mantidos em 

agitação e temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram 

transferidas para tubos eppendorf de 1,5 ml (pré-identificados), e colocadas em banho 

seco com temperatura de 85ºC durante 10 minutos. Após esse tempo, as amostras 

foram centrifugadas por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e 

passado para um novo eppendorf, ao qual foi adicionada 80 ꭋl de solução de hidróxido 

de amônio a 10%. As amostras foram homogeneizadas em vórtex e distribuídas em 

triplicatas em uma placa de 96 poços, assim como as amostras para construção da 

curva padrão e a amostra “branco”, que foi utilizado água milliq. O conteúdo de 

vermelho de alizarina nas amostras foi aferido através da densidade óptica, 

determinando-se a absorbância de alíquotas do sobrenadante em comprimento de 

onda de 405 nm, utilizando o leitor de ELISA (Biotek) [68]. 

3.3.3.2 Avaliação da Expressão de Genes Marcadores e Reguladores da 

Diferenciação Osteoblástica 

Todo o procedimento de plaqueamento e tratamento das células foi o mesmo 

descrito nos itens 3.3.1 e 3.3.2. Entretanto, para a análise da expressão gênica, as 
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células foram plaqueadas numa densidade de 105 célula/poço em placas de 6 poços, 

em triplicatas. As células foram coletadas em T0, T3, T6, T9 T15 e T21 e 

homogeneizadas em Trizol. Os homogenatos foram armazenadas em freezer -80ºC 

até o momento da extração de RNA total, para posterior estudo da expressão gênica 

da osteocalcina, osteoprotegerina, RANKL, Colágeno tipo I, por PCR em tempo real, 

como descrito no item 3.5. 

3.4 ESTUDO II – Avaliação do Remodelamento Ósseo em Cultura de Órgãos 

3.4.1 Cultura de Órgão (Fêmur e Tíbia)  

Logo após a eutanásia, os fêmures e tíbias foram dissecados, utilizando-se um 

esteriomicroscópio (Leica Microsystems S6E, Heerbrugg, Switzerland), em solução 

Salina A de Puck (PSA, Puck’s Salina A), composta por KCL, NaCL, NaHCO3 e 

Glicose. Em seguida, os ossos foram cultivados (cultura de órgão), em meio sem soro 

(MSS), composto por MEM, suplementado com 0.05 mg/ml de ácido ascórbico 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1mM de β-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 0.2% BSA 

(Sigma-Aldrich), 100 U/ml de penicilina e 100 µg de estreptomicina (Gibco). Os ossos 

foram cultivados individualmente em placas de 24 poços, contendo 1ml de MSS/poço. 

Após 24 horas do plaqueamento (considerado dia 0), o meio de cultura foi trocado e 

foi iniciado o tratamento com T3 (10-8 M; Sigma-Aldrich), CLE (10-4 M; Sigma-Aldrich) 

ou com a combinação de ambos (T3+CLE), adicionados ao meio de cultura. Após 24 

horas de tratamento, foi feita uma nova troca de meio, contento as mesmas 

concentrações de T3 e/ou CLE. Ao final de 72 horas de tratamento, as amostras foram 

coletadas e armazenadas em -80ºC para análise posterior. O cronograma da cultura 

de órgão é mostrado na Tabela 1. 

  

                Tabela 1: Cronograma das Culturas de Órgão (Fêmures e Tíbias). 

DIA -1 DIA 0  DIA 1 (24 h) DIA 2 (36 h) DIA 3 (72 h) 

 
Plaqueamento 

Troca de 
meio* 

+ 
Início do 

tratamento 

 
Nenhuma 

ação 

 
Troca de 

meio* 
 

 
 

Coleta 

Meio de cultura contendo T3 (10-8 M), CLE (10-6 M) ou a combinação de ambos (T3+CLE). O meio das 

culturas controles não continha nenhuma das drogas. 
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3.5 Extração de RNA total e Análise da Expressão Gênica por PCR em Tempo 

Real (Real-Time PCR) 

Os fêmures e tíbias, provenientes das culturas de órgãos, foram pulverizados 

utilizando-se um mortar e pistilo de aço (Fisher Scientific International, Inc., Hampton, 

NH), resultando em um “pó de osso” que foi homogeneizado em Trizol (Gibco, BRL). 

A partir desse ponto, a extração de RNA total das culturas de órgãos (fêmures e tibias) 

e culturas de células (cujos homogenatos em Trizol foram preparados e armazenados 

imediatamente após a coleta das células) seguiu o mesmo procedimento, de acordo 

com o protocolo fornecido pelo fabricante do TRizol. 

                   Tabela 2 – Sequências de Primers para PCR em tempo real 

OC F: 5’-CTCACAGATGCCAAGCCCA-3’ 

R: 5’-CCAAGGTAGCGCCGGAGTCT-3’ 

OPG F: 5’-AGTCCGTGAAGCAGGAGTG-3’ 

R: 5’-CCATCTGGACATTTTTTGCAA A-3’ 

 
RANK L F: 5’-GGC CAC AGC GCT TCT CAG-3’ 

 
R: 5’-GAG TGA CTT TAT GGG AAC CCG AT-3’ 

COL I  F: 5’-GCGAAGGCAACAGTCGCT-3’ 

R: 5’-CTTGGTGGTTTTGTATTCGATGAC-3’ 

TRAP 
F: 5’-TGCACAGATTGCATACTCTAAGATCT-3’ 
R: 5’-TTTTGAAGCGCAAACGGTAGT-3’ 

CAT K 
F: 5’-AGGCAGCTAAATGCAGAGGGTACA-3’ 
R: 5’-AGCTTGCATCGATGGACACAGAGA-3’ 

RANK 
F: 5’-TCTGCAGCTCTTCAATGACACT-3’ 
R: 5’-CGATGAGACTGGGCAGGTAAG-3’ 

SOST F: 5’-AAGCCGGTCACCGAGTTGGT-3’ 

R: 5’-GTGAGGCGCTTGCACTTGCA-3’ 

18s F: 5’-AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3’ 

R: 5’-GATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3’ 
        F = Forward primer e R = Reverse primer 

 

O RNA total foi tratado com DNAse I (Fermentas, Hanover, MD, USA), segundo 

indicação do fabricante. Em seguida, a concentração e pureza do RNA foram 

determinadas por espectrofotometria, medindo-se a absorbância em tampão TE (10 

mM Tris-HCl, pH 8.0, e 1 mM EDTA) a 260 e 280 nm. O DNA complementar (cDNA) 

foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA total, utilizando-se oligo(dT) e transcriptase 

reversa ReverAid-H-Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, Hanover, 
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MD, USA), conforme o seguinte protocolo: incubação com o oligo(dt) a 25 C por 10 

min, transcrição reversa a 37 ºC por 1 hora e inativação por calor (heatinactivation) da 

transcriptase reversa a 95 ºC por 5 min no termociclador Mastercycler (Eppendorf, 

Hamburg, Germany). Os primers de oligonucleotídeos, específicos para amplificação 

por PCR em Tempo Real, cujas sequências são apresentadas na Tabela 2, foram 

sintetizados pela XXIDT integrated (DNA Technologies, Coralville, IA, USA). Os 

valores relativos à amplificação do RNAm de cada gene estudado foram avaliados 

através da mensuração da fluorescência, quantificada por um termociclador e detector 

Step One (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Após padronização da 

quantidade de cDNA e da concentração dos primers, as reações foram realizadas em 

um volume total de 25 µl, com 450 nM de primers e SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). O gene 18srRNA foi utilizado como controle interno para corrigir 

a variabilidade nas amplificações. O cDNA foi amplificado em duplicatas nas seguintes 

condições: 1 ciclo a 50 ºC por 2 minutos e 95 ºC por 10 minutos, seguido por 40 ciclos 

a 95 ºC por 15 segundos (desnaturação) e 60 ºC por 1 minuto (anelamento). Os 

valores de Ct (threshold cycle) obtidos foram normalizados com o controle interno, e 

a quantificação relativa da expressão gênica foi expressa como indução em vezes, 

calculada de acordo com o método Ct, descrito por Livak [69]. 

4. ANÁLISE DOS RESULTADOS  

A significância estatística da diferença entre os valores médios dos diferentes 

tratamentos foi testada por análise de variância (ANOVA) ou pelo teste-t (Student t-

test). ANOVA foi sempre seguida pelo teste de comparação múltipla Student-

Newman-Keuls, para detectar quais tratamentos foram significativamente diferentes 

entre si. Para todos os testes, foi admitido o limite de 5% para rejeição da hipótese de 

nulidade. Os resultados foram expressos como média  erro padrão da média (SEM). 

Para a realização dos testes estatísticos e construção de gráficos foi utilizado o 

software Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

5. RESULTADOS 

5.1 Células MC3T3-E1 

5.1.1 Tratamento do FBS com Carvão Ativado 
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Com o intuito de avaliar se o crescimento das células MC3T3-E1 sofreria frente 

a diferentes porcentagens de soro tratado com carvão ativado (para extrair o T3 e T4 

presentes no soro), as células foram mantidas por 12 dias em meio com 10% de FBS 

(sem tratamento com carvão ativado), 5% e 10% de CSS (soro tratado com carvão 

ativado). Como demonstrado na Fig. 1, a porcentagem de 10% CSS foi a que permitiu 

o crescimento celular mais próximo ao crescimento determinado por meio de cultura 

contendo 10% FBS. Por outro lado, as células mantidas em meio contendo 5% de 

CSS cresceram significativamente menos do que as células em meio completo (10% 

de FBS), mostrando que, nessa condição, as células não têm um suporte adequado 

para seu desenvolvimento. Com esse teste, optamos por utilizar 10% de CSS nos 

experimentos seguintes. 
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Fig. 1. Crescimento de Células Cultivadas em Meio Contendo FBS Tratado com Carvão Ativado (CSS). Células 

osteoblásticas da linhagem MC3T3-E1 foram cultivadas em meio αMEM suplementado com 10% de FBS ou com 5% ou 10% de 

CSS. O meio de cultura foi trocado e o número de células por poço foi determinado manualmente, utilizando-se uma câmara de 

Neubauer, nos dias 2, 4, 7, 9 e 11 de cultura. Os valores são expressos como média ± EPM. *p<0.001 vs. 10% FBS. 

5.1.2 Crescimento Celular e Expressão da Osteocalcina nas Células MC3T3-

E1 

Em um primeiro momento, com o objetivo de avaliar se o HT interage com a via 

de sinalização do 2-AR, localmente, em osteoblastos, as células MC3T3-E1 foram 

tratadas com dose suprafisiológica de T3 (10-8M); CLE (10-4M), ou a combinação de 

ambos, por 48 horas. Como esperado, vimos que o tratamento com T3 causou uma 

diminuição significativa no número de células em relação às células controle. O CLE 

também teve um efeito negativo no número de células e a combinação do T3 com o 

CLE (T3+CLE) reduziu um pouco mais o número de células. Esse estudo mostrou um 
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efeito aditivo do T3 e CLE na redução do crescimento celular, mas não sinérgico (Fig. 

2).  
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Fig. 2. Número de Células MC3T3-E1 após 48 horas de tratamento com T3 e/ou clembuterol (CLE). As células foram 

tratadas com dose suprafisiológica de T3 (10-8 M), CLE (10-4 M), ou com a combinação de ambos, por 48 horas. O número de 

células por poço foi determinado manualmente, utilizando-se uma câmara de Neubauer. Todos os valores são expressos com 

média ± erro padrão da média.*p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 vs. sem tratamento (-); e xp<0.05 vs. CLE. 
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Fig. 3. Expressão gênica de OC nas células de MC3T3-E1 após 48 horas de tratamento com T3 e/ou clembuterol (CLE). 

As células foram tratadas com dose suprafisiológica de T3 (10-8 M), CLE (10-4 M); ou com a combinação de ambos, por 48 horas. 

A expressão gênica relativa da OC foi determinada por PCR em tempo real. Todos os valores são expressos com média ± erro 

padrão da média. **p<0.01 vs. sem tratamento (-);xp<0.05 vs. T3; e ++p<0.01 vs. CLE. 

Como esperado, a expressão de osteocalcina (OC), um marcador do fenótipo 

de osteoblastos maduros, mostrou-se significativamente aumentada (22 vezes) após 

48 horas de tratamento com T3. Por outro lado, o tratamento com CLE sozinho não 

alterou a expressão de OC, e não interferiu na ação do T3, sugerindo que a ativação 
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da via do β2-AR localmente em osteoblastos não interfere na ação do T3 nessas 

células (Fig. 3).  

A Fig. 4 mostra que o T3 limitou de forma importante o crescimento das células 

MC3T3-E1. O CLE também teve um efeito inibitório no crescimento celular, mas 

menos importante do que o T3. Nota-se ainda que o CLE não alterou o efeito negativo 

do T3 no crescimento celular. Por outro lado, o bloqueio da via dos receptores β2-AR 

com PROP minimizou o efeito deletério de T3 no crescimento das células MC3T3-E1, 

sugerindo que a integridade da via de sinalização dos receptores β adrenérgicos é 

necessária para que o T3 promova o seu efeito negativo integral no crescimento 

celular. 
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Fig. 4. Efeito do T3, Clenbuterol (CLE) e/ou Propranolol (PROP) no Crescimento de Células Osteoblásticas MC3T3-E1. 

As células foram tratadas com T3 (10-8 M), CLE (10-4 M); e/ou PROP (10-6 M) por 10 dias. O número de células foi determinado 

após 1,2,4,7 e 10 dias de tratamento. As células sem tratamento (-) compõem o grupo controle (Cont). Os valores são expressos 

como média ± EPM. a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE ou PROP; c=Cont vs. T3+CLE ou T3+PROP; d=T3 vs. CLE ou PROP; e=T3 

vs. T3+CLE ou T3+PROP; f=CLE vs. T3+CLE OU PROP vs. T3+PROP. As significâncias para 1, 2, 3 e 4 letras são p<0.05, 

p<0.01, p<0.001 e p<0.0001, respectivamente. 

5.1.3 Avaliação de AMPc nas Células MC3T3-E1 

Como esperado, o tratamento das células osteoblásticas MC3T3-E1 com CLE 

promoveu aumento no acúmulo intracelular de cAMP. Por outro lado, o T3 demonstrou 

uma tendência a reduzir o acúmulo de cAMP, mas não interferiu na ação do CLE, 

sugerindo, mais uma vez, que a ativação da via β2 adrenérgica não modifica a ação 

do T3 em células osteoblásticas (Fig. 5).  
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Fig. 5. Conteúdo de AMPc nas células MC3T3-E1. As células foram tratadas com dose suprafisiológica de T3 (10-8 M);  CLE 

(10-4 M); ou a combinação de ambos (T3+CLE). O tratamento com T3 durou 72 horas, sendo que o CLE (sozinho ou combinado) 

foi adicionado nos últimos 30 minutos das culturas, às 71 horas e 30 minutos. A coleta das células foi realizada ao término dos 

tratamentos e a dosagem do AMPc intracelular foi feito por elisa. Todos os valores são expressos com média ± erro padrão da 

média.*p<0.05 vs. sem tratamento (-); +p<0.05 e ++p<0.01 vs. T3. 

5.2 ESTUDO I – Estudo da biologia dos osteoblastos em cultura primária de 

osteoblastos 

5.2.1 Crescimento das Células Osteoblásticas 

As culturas primárias de osteoblastos, derivados das calvárias de 

camundongos Selv e β2-AR-/-, foram expostas aos tratamentos com T3, CLE ou 

T3+CLE por 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 ou 21 dias. Vimos que o T3 diminuiu o crescimento 

das células Selv e que o tratamento com CLE não alterou a ação negativa de T3 sobre 

o crescimento celular. Por outro lado, a ação inibitória do T3 no crescimento celular 

foi praticamente abolida nas células β2-AR-/-, indicando que a integridade da via β2-

AR é importante para que o T3 realize seu efeito negativo no crescimento celular (Fig. 

6). O CLE limitou significativamente o crescimento celular a partir do 9º dia de 

tratamento e, de forma mais intensa que o T3, o que foi significativo estatisticamente 

no 21º dia de tratamento. Nota-se que o T3 minimizou o efeito negativo do CLE 

(T3+CLE>CLE) apenas no 12º dia de tratamento. Em todos os outros tempos de 

tratamento, não há diferença entre os efeitos do CLE sozinho ou em combinação com 

o T3 (T3+CLE), o que demonstra que o T3 praticamente não altera o efeito negativo 

do CLE no crescimento celular. 
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Fig. 6. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) no Crescimento de Culturas Primárias de Osteoblastos 

derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. As células foram tratadas com T3 (10-8 M), CLE (10-4 

M); ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 21 dias. As células sem tratamento (-) compõem o grupo controle (Cont). Os 

valores são expressos como média ± EPM. a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE; c=Cont vs. T3+CLE; d=T3 vs. CLE; e=T3 vs. T3+CLE; 

f=CLE vs. T3+CLE. As significâncias para duas, três ou quatro letras são p<0.01, p<0.001 e p<0.0001, respectivamente. 

5.2.2 Avaliação da Formação de Nódulos de Mineralização 

Com o intuito de avaliar a diferenciação osteoblástica, avaliamos a formação 

de nódulos de mineralização nas culturas primárias de osteoblastos (Fig. 7). Para 

tanto, utilizamos o método de coloração por vermelho de alizarina com posterior 

quantificação da impregnação do corante às culturas. No 14º dia de cultura, nenhum 

tratamento promoveu alterações significativas na formação dos nódulos de 

mineralização, tanto nas culturas Selv quanto KO. Por outro lado, no 21º dia, podemos 

observar que o T3 promoveu aumento significativo (de aproximadamente três vezes), 

na formação dos nódulos de mineralização em relação às culturas não tratadas 

(controles). O CLE sozinho apenas tendeu a reduzir a formação dos nódulos de 

mineralização (vs. controle), mas claramente bloqueou o efeito positivo do T3 sobre a 

formação dos nódulos de mineralização, quando adicionado às culturas em 

combinação com o T3 (T3+CLE).  

Nas células provenientes dos camundongos β2-AR-/-, podemos observar que 

nenhum tratamento promoveu alteração significativa na formação dos nódulos de 

mineralização, tanto no 14º quanto no 21º dia de cultura. Assim sendo, o efeito positivo 

do T3 observado nas células Selv (21º dia) foi totalmente abolido, sugerindo que a via 

de sinalização do β2-AR precisa estar íntegra para que o T3 induza a formação dos 

nódulos de mineralização. 
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Fig. 7. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Formação de Nódulos de Mineralização em Culturas 

Primárias de Osteoblastos derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. As células foram tratadas 

com T3 (10-8 M), CLE (10-4 M), ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 7, 14 ou 21 dias.  As células sem tratamento (-) 

compõem o grupo controle (Cont). A quantificação dos nódulos de mineralização foi determinada através da concentração de 

vermelho de alizarina nas amostras, aferida através da absorbância em comprimento de onda de 405 nm Os valores são 

expressos como média ± EPM. ***p<0.001 vs. sem tratamento (-); xxxxp<0.0001 vs. T3; e +p<0.05 vs. CLE. As significâncias para 

3 e 4 letras são p<0.001 e p<0.0001, respectivamente. 

5.2.3 Expressão Gênica de Marcadores e Reguladores da Diferenciação 

Osteoblástica 

Como esperado, as células Selv tratadas com T3 apresentaram uma elevação 

da expressão do gene da OC a partir do 6º dia de tratamento (de 3 a 6 vezes versus 

células controles), enquanto o CLE sozinho não promoveu alterações significativas. O 

CLE em combinação com o T3 (T3+CLE) intensificou e bloqueou o efeito positivo do 

T3 no 15º e 21º dia de tratamento, respectivamente (Fig. 8A). Nas células derivadas 

de animais β2-AR-/- (Fig. 8B), o efeito do T3 sobre a expressão de OC ocorreu apenas 

a partir do 9º dia de tratamento e foi mais brando do que nas células de Selv, sugerindo 

a importância da integridade da via de sinalização de β2-AR para que o T3 promova 

seu efeito positivo na expressão de OC. O CLE sozinho não promoveu alterações 

significativas na expressão da OC (versus controle) nas células KO. Em combinação 

com o T3 (T3+CLE), o CLE minimizou o efeito positivo do T3 na expressão da OC 

(dias 9 e 15), mas intensificou este efeito no 21º dia de tratamento nas células KO. 
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Fig. 8. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da Osteocalcina (OC) em Culturas 

Primárias de Osteoblastos derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-.. As células foram tratadas 

com T3 (10-8 M), CLE (10-4 M); ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 21 dias. As células sem tratamento (-) compõem o 

grupo controle (Cont). Os valores são expressos como média ± EPM. a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE; c=Cont vs. T3+CLE; d=T3 

vs. CLE; e=T3 vs. T3+CLE; f=CLE vs. T3+CLE. As significâncias para 1, 2, 3 ou 4 letras são p<0.05, p<0.01, p<0.001 e p<0.0001, 

respectivamente. 
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Fig. 9. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da Osteoprotegerina (OPG) em Culturas 

Primárias de Osteoblastos derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-.. As células foram tratadas 

com T3 (10-8 M), CLE (10-4 M); ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 21 dias. As células sem tratamento (-) compõem o 

grupo controle (Cont).  Os valores são expressos como média ± EPM a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE; c=Cont vs. T3+CLE; d=T3 

vs. CLE; e=T3 vs. T3+CLE; f=CLE vs. T3+CLE. As significâncias para 1, 2, 3 são p<0.05, p<0.01, p<0.001, respectivamente. 

Nas células Selv, o T3 induziu a expressão gênica de OPG nos dias 9 e 15 de 

tratamento (1,8 e 2,2 vezes, respectivamente). O CLE sozinho não alterou a 

expressão da OPG, mas bloqueou o efeito do positivo do T3 sobre a OPG no 9º dia 

de tratamento (T3+CLE). Nas células derivadas de camundongos β2-AR-/-, nenhum 

tratamento promoveu alterações significativas na expressão da OPG, sugerindo que 

a integridade da via do β2-AR é importante para o efeito do T3 na expressão da OPG 

em osteoblastos.  
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O tratamento com T3 ou CLE sozinhos não alterou a expressão gênica do 

RANKL, tanto nas células Selv quanto β2-AR-/- (Fig. 10).  O tratamento com T3 

também não causou alteração significativa na expressão de Col I, quando comparado 

ao controle nas células Selv e KO (Fig. 11). Já o tratamento com CLE reduziu 

expressão de Col I nas células Selv no 9º dia e 21º dias de tratamento, o que não foi 

observado nas células β2-AR-/-. 
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Fig. 10. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica do RANKL em Culturas Primárias de 

Osteoblastos derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-.. As células foram tratadas com T3 (10-8 

M), CLE (10-4 M); ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 21 dias. As células sem tratamento (-) compõem o grupo controle 

(Cont). Os valores são expressos como média ± EPM a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE; c=Cont vs. T3+CLE; d=T3 vs. CLE; e=T3 

vs. T3+CLE; f=CLE vs. T3+CLE. As significâncias para 1, 2, 3 são p<0.05, p<0.01, p<0.001, respectivamente. 
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Fig. 11. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da Col I em Culturas Primárias de 

Osteoblastos derivadas da Calvária de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-.. As células foram tratadas com T3 (10-8 

M), CLE (10-4 M); ou a combinação de ambos (T3+CLE) por 21 dias. As células sem tratamento (-) compõem o grupo controle 

(Cont). Os valores são expressos como média ± EPM a=Cont vs. T3; b=Cont vs. CLE; c=Cont vs. T3+CLE; d=T3 vs. CLE; e=T3 

vs. T3+CLE; f=CLE vs. T3+CLE. As significâncias para 1, 2, 3 sãop<0.05, p<0.01, p<0.001, respectivamente. 

5.3 ESTUDO II – Cultura de Órgãos (Fêmur e Tíbia) 
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5.3.1 Expressão Gênica na Cultura de Órgão  

Assim como nas culturas primárias, o tratamento com T3 promoveu aumento 

significativo na expressão da OC (14,4 vezes versus controle) nos fêmures e tíbias de 

animais Selv mantidos em cultura de órgão (Fig. 12). O CLE não modificou o efeito do 

T3 (T3+CLE) sobre a expressão da OC, mas induziu a expressão da OC nas culturas 

Selv (4 vezes versus controle) quando administrado sozinho. Por outro lado, o T3 e/ou 

CLE não promoveram efeitos significativos na expressão da OC nas culturas de órgão 

derivadas de animais KO (Fig.12), sugerindo, mais uma vez, a importância da 

integridade da via de β2-AR-/- para que o T3 promova seu efeito positivo na expressão 

de OC e consequentemente na atividade de osteoblastos.  

Ao avaliarmos a expressão de OPG (Fig. 13), RANKL (Fig. 14), RANK (Fig. 15), 

SOST (Fig. 16), TRAP (Fig. 17) e CAT K (Fig. 18), observamos que apesar de haver 

uma clara tendência a aumento da expressão de alguns desses genes frente ao 

tratamento com T3, as alterações não foram significativas, tanto nas culturas Selv 

quanto β2-AR-/-.   
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Fig. 12. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da OC em Culturas de Orgãos (Fêmures 

e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou CLE (10-4 

M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média ± EPM. 

**p<0.01 vs. sem tratamento (-); xp<0.05 vs. T3; e +p<0.05 vs. CLE. 
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Fig. 13. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da OPG em Culturas de Orgãos (Fêmures 

e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou CLE (10-4 

M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média ± EPM. 
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Fig. 14. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da RANKL em Culturas de Orgãos 

(Fêmures e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou 

CLE (10-4 M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média 

± EPM.  



46 
 

0

1

2

3

4

R
A

N
K

 m
R

N
A

(e
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

ti
v
a
)

Selv

0

1

2

3

4

R
A

N
K

 m
R

N
A

(e
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

ti
v
a
)

2-AR-/-

-

T3

CLE

T3+CLE

 

Fig. 15. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da RANK em Culturas de Orgãos 

(Fêmures e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou 

CLE (10-4 M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média 

± EPM.  
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Fig. 16. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da SOST em Culturas de Orgãos 

(Fêmures e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou 

CLE (10-4 M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média 

± EPM.  
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Fig. 17. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da TRAP em Culturas de Orgãos 

(Fêmures e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou 

CLE (10-4 M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média 

± EPM. *p<0.05 vs. sem tratamento (-); xp<0.05 vs. T3; e +p<0.05 vs. CLE. 
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Fig. 18. Efeito do Tratamento com T3 e Clembuterol (CLE) na Expressão Gênica da CAT K em Culturas de Orgãos 

(Fêmures e Tíbias) derivadas de Camundongos Selvagens (Selv) e β2-AR-/-. Os ossos foram tratados com T3 (10-8 M) e/ou 

CLE (10-4 M) por 72 horas. O grupo controle (Cont) refere-se aos ossos sem tratamento. Os valores são expressos como média 

± EPM. 

6. DISCUSSÃO  

Nas duas últimas décadas, uma série de estudos vem mostrando que o SNC 

regula a massa óssea e remodelamento ósseos através da ativação do SNS, que atua 

diretamente em osteoblastos via receptor β2-adrenérgico [45, 47, 48]. Viu-se, ainda, 

que o SNS inibe a formação óssea e estimula a reabsorção, levando à perda de massa 

óssea. Por outro lado, sabe-se que o HT também modula o metabolismo ósseo, uma 

vez que regula a atividade tanto de osteoblastos quanto de osteoclastos. No excesso 
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de HT, a atividade dessas duas células aumenta, com predomínio da atividade 

osteoclástica, fazendo com que a reabsorção óssea se sobreponha à formação, o que 

resulta em perda de massa óssea. Considerando que a ativação do SNS e o excesso 

do HT têm ações osteopênicas, nós levantamos a hipótese de que há interação entre 

esses fatores para regular a massa óssea.  

Recentemente, em um estudo in vivo, observamos que camundongos β2-AR-/- 

são parcialmente resistentes aos efeitos osteopênicos do excesso de HT no 

esqueleto, sugerindo que há interação entre o HT e SNS para regular a massa óssea, 

envolvendo a sinalização dos receptores β2-AR [65].  

No presente estudo, o nosso objetivo foi investigar se há interação entre o HT 

e SNS, via receptores β2-AR, localmente no tecido ósseo, para regular o 

remodelamento ósseo e a biologia dos osteoblastos. Para tanto, em um primeiro 

momento, usamos como modelo experimental as células MC3T3-E1, que são uma 

linhagem de células pré-osteoblásticas provenientes de calvária de camundongos 

[70]. Em cultura, essas células se diferenciam em osteoblastos maduros e 

representam um modelo bastante utilizado para o estudo da biologia celular dos 

osteoblastos [70]. Avaliamos o efeito do T3 sozinho ou em combinação com CLE ou 

PROP no crescimento das células MC3T3-E1 ao longo de 10 dias. Essas células se 

mostraram bastante sensíveis ao T3. Vimos que o T3 limitou de forma importante o 

crescimento celular; que o CLE sozinho também limitou o crescimento celular, mas de 

forma menos intensa do que o T3; e que a combinação de ambos (T3+CLE) teve um 

efeito negativo apenas aditivo e não sinérgico no crescimento celular, sugerindo que 

a ativação da via β2 adrenérgica não interfere na ação do T3 no crescimento celular.  

Por outro lado, o PROP sozinho teve um efeito positivo brando no crescimento celular 

das células MC3T3-E1, mas limitou significativamente o efeito negativo do T3 no 

crescimento celular (T3<T3+PROP). Esse achado indica que a integridade da via de 

sinalização dos receptores β adrenérgicos é necessária para que o T3 promova o seu 

efeito negativo integral no crescimento celular, o que corrobora estudos in vivo 

utilizando camundongos com KO do β2-AR. Vimos que esses animais são menos 

sensíveis do que os animais Selv aos efeitos osteopênicos do T3 no osso trabecular 

e cortical [65]. Em conjunto, os achados in vivo e in vitro fortalecem a hipótese de uma 

interação local da via de sinalização do HT com a via de sinalização β2-adrenérgica 

em osteoblastos. 
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Com o objetivo de investigarmos os mecanismos dessa interação local entre 

HT e sinalização β adrenérgica, dosamos o conteúdo de AMPc, o segundo 

mensageiro das ações de noradrenalina mediados pelos receptores β-adrenérgicos 

[42, 44], nas células MC3T3-E1, após tratamento com T3, CLE ou T3+CLE. Vimos 

que houve uma tendência a redução do conteúdo de AMPc nas células após 

tratamento com T3, o que não atingiu o limiar de significância. Como esperado, o CLE 

causou um aumento significativo no conteúdo de AMPc nas células osteoblásticas. 

Esses achados sugerem, mais uma vez, que a ativação da via β2 adrenérgica não 

modifica a ação do T3 em células osteoblásticas, sugerindo que a interação entre T3 

e sinalização β2 adrenérgica não ocorre ao nível da síntese de AMPc. 

Em um segundo momento, avaliamos a resposta de células osteoblásticas 

derivadas das calvárias de animais Selv e β2-AR-/- (culturas primárias) ao tratamento 

com T3 e/ou CLE. Como esperado, vimos que o tratamento com T3 inibiu o 

crescimento celular nas culturas Selv, o que corrobora estudos anteriores [36]. O CLE 

sozinho também inibiu significativamente o crescimento celular, e de forma mais 

intensa do que o T3, mas praticamente não alterou o efeito negativo do T3 nesse 

parâmetro celular. Por outro lado, nas células derivadas de camundongos β2-AR-/-, 

vimos que o T3, CLE e T3+CLE perderam a capacidade de limitar crescimento celular, 

o que indica que a integridade da via do β2-AR em osteoblastos é necessária para 

que o efeito negativo do T3 no crescimento celular ocorra. Esses achados corroboram 

os estudos com as células MC3T3-E1. Vimos, ainda, que as células Selv, que são 

derivadas de camundongos FVB, foram menos sensíveis aos efeitos do T3 do que as 

células as células MC3T3-E1 (derivadas de camundongos C57BL/6) quanto ao 

crescimento celular, corroborando com achados in vivo que mostraram que 

camundongos Selv da linhagem FVB, tratados com doses suprafisiológicas de HT, 

foram menos sensíveis aos efeitos do T3 em relação aos animais Selv da linhagem 

C57BL/6 [55, 65]. Esses estudos in vivo e in vitro demonstram que o background 

genético interfere de maneira importante nas ações do hormônio tireoidiano no tecido 

ósseo.  

Em seguida, analisamos a capacidade de formação de nódulos de 

mineralização como parâmetro de diferenciação osteoblástica. Os osteoblastos 

precisam se diferenciar para sintetizar a matriz extracelular e induzir a mineralização 

dessa matriz. Em cultura, esses processos resultam na formação de nódulos de 
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mineralização que podem ser identificados e quantificados através da coloração com 

vermelho de alizarina [68, 71, 72]. Nossos achados mostraram que o T3 aumentou a 

formação dos nódulos de mineralização nas culturas de osteoblastos provenientes da 

calvária de camundongos Selv, o que corrobora estudos anteriores que mostraram 

que o HT promove a diferenciação dos osteoblastos [71, 73, 74]. Por outro lado, esse 

efeito positivo do T3 sobre a formação dos nódulos de mineralização não foi 

observado nas culturas provenientes dos camundongos β2-AR-/-, indicando que a 

integridade da via de sinalização β2-AR localmente nos osteoblastos é necessária 

para a ação positiva do T3 na diferenciação dessas células. Esse achado é sustentado 

pelos resultados referentes à expressão da osteocalcina. A OC é a proteína não 

colágena mais abundante da matriz óssea, sendo que a sua expressão aumenta de 

forma importante em osteoblastos maduros e durante a mineralização da matriz 

extracelular [75, 76]. Neste estudo, vimos que o tratamento das culturas primárias de 

osteoblastos Selv, com dose suprafisiológica de T3, levou ao aumento significativo da 

expressão da OC (3 a 6 vezes), estando de acordo com estudos anteriores que 

demonstraram que o T3 estimula a expressão de OC em células osteoblásticas de 

roedores [74, 77, 78]. Esse efeito do T3 foi mais tardio e mais brando nas células KO, 

mostrando que essas células foram mais resistentes ao efeito positivo do T3 na 

diferenciação osteoblástica do que as células Selv. Esse achado reafirma a 

importância da integridade da via de sinalização do β2-AR nos osteoblastos (local) 

para o efeito positivo do T3 na diferenciação dos osteoblastos. Nas células MC3T3-

E1, o tratamento com T3 por 48 hs aumentou significativamente a expressão gênica 

da OC, já o CLE sozinho não teve efeito e não alterou o efeito positivo do T3 sobre a 

expressão da OC. Esses resultados corroboram os resultados obtidos nas culturas 

primárias e sugerem que a ativação da via β2 adrenérgica não interfere na ação do 

T3 no crescimento celular e na expressão gênica da OC. Outro gene avaliado nas 

culturas primárias foi a OPG. Nas células Selv, o T3 induziu a expressão gênica da 

OPG; enquanto o CLE sozinho não alterou a sua expressão, mas bloqueou o efeito 

do positivo do T3 sobre a OPG. Nas células β2-AR-/-, a expressão da OPG não foi 

induzida pelo T3 e/ou pelo CLE, sugerindo que a integridade da via do β2-AR também 

é importante para o efeito do T3 na expressão da OPG em osteoblastos.  

Finalmente, avaliamos uma possível interação local do HT com o SNS no tecido 

ósseo, utilizando culturas de órgãos (fêmures e tíbias). Em um primeiro momento, 
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avaliamos o gene SOST, que é expresso principalmente em osteócitos e codifica a 

esclerostina. Esta proteína tem como função inibir a diferenciação e atividade 

osteoblástica, além de aumentar a apoptose dos osteoblastos, o que regula 

negativamente a formação óssea [82, 83]. Somando-se a isso, a esclerostina estimula 

a reabsorção óssea, ao estimular a expressão de RANKL nos osteócitos e células de 

superfície, tendo, portanto, um efeito osteopênico. Vimos, neste estudo, que o CLE 

reduziu a expressão do SOST nos ossos Selv, mas não nos ossos KO. Por outro lado, 

a expressão do SOST praticamente não foi alterada pelo tratamento com T3, tanto 

nos ossos derivados dos animais Selv quanto KO, sugerindo que esse gene não 

participa da interação entre HT e a via de sinalização do β2-AR. Ao avaliarmos a 

expressão da TRAP (fosfatase ácido tartarato resistente), uma enzima liberada pelos 

osteoclastos relacionada com a reabsorção óssea [87, 88], vimos que, nas culturas 

de órgãos derivadas de animais Selv, o tratamento com T3 teve uma tendência a 

aumentar a expressão deste gene. O CLE promoveu uma redução significativa da 

expressão do TRAP nos ossos Selv em relação aos ossos Selv tratados com T3, o 

que não foi observado nos ossos KO, demonstrando pouco efeito do T3 e SNS na 

expressão de TRAP. Com relação à reabsorção óssea, também avaliamos a 

expressão da Catepsina K (CATK), uma protease secretada pelos osteoclastos, que 

cliva a principal proteína da matriz óssea, o colágeno tipo I [88, 89]. Pudemos observar 

que os tratamentos não causaram alterações significativas na expressão de CATK, 

sugerindo que uma possível interação local entre o HT e SNS não tem como alvo 

primário a reabsorção óssea. 

Ao avaliarmos a expressão dos genes que compõem o eixo RANK/RANKL/OPG 

nas culturas de órgãos, observamos uma clara tendência a aumento da expressão de 

alguns desses genes frente ao tratamento com T3, entretanto esses efeitos não foram 

significativos, tanto nas culturas Selv quanto β2-AR-/-.  

Corroborando o que foi visto nas culturas primárias, o tratamento com T3 

promoveu aumento significativo na expressão da OC (14,4 vezes versus controle) nos 

ossos (fêmures e tíbias) derivados de camundongos Selv e mantidos em cultura de 

órgão. Esses achados estão de acordo com dados na literatura que demonstram que 

o T3 modula a expressão da OC [74, 77, 78]. Por outro lado, esse efeito positivo e 

significativo do T3 sobre a expressão da OC não foi observado nas culturas de órgão 

derivadas de animais KO, o que evidencia, mais uma vez, a relevância da integridade 
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da via do β2-AR-/- para que o T3 promova seu efeito positivo na expressão de OC e 

consequentemente na diferenciação e atividade de osteoblastos.  

7. CONCLUSÕES 

Os achados deste estudo demonstram que: 

• Há uma interação local entre o HT e o SNS, via receptores β2-AR, em 

osteoblastos.  

• A integridade da via de sinalização dos receptores β adrenérgicos é 

necessária para que o T3 promova seu efeito negativo integral no 

crescimento celular e positivo na expressão da OC.  

• A interação local entre o T3 e a sinalização β2 adrenérgica não ocorre 

ao nível da síntese de AMPc. 

• A interação local entre o HT e SNS não tem como alvo primário a 

reabsorção óssea, mas sim a formação óssea. 
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