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RESUMO 

 

Ferreira LS.  Avaliação in vitro da interação do hormônio tireoideano com o 

sistema nervoso simpático, via receptores alfa 2 adrenérgicos, no tecido ósseo 

e em osteoblastos [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2021. 

 

Estudos prévios do nosso grupo revelaram que há uma interação entre o 

hormônio tireoideano (HT) e o sistema nervoso simpático (SNS) para regular a 

massa óssea de camundongos, envolvendo a via dos adrenoceptores α2. O 

objetivo deste estudo foi avaliar se o adrenoceptor α2C (α2C-AR) medeia 

ações diretas do SNS no tecido ósseo e, mais especificamente, em 

osteoblastos; além de avaliar se o HT interage com a via de sinalização do 

α2C-AR localmente no osso e nos osteoblastos para regular o crescimento, 

diferenciação e atividade dessas células. Para tanto, realizamos estudos in 

vitro utilizando culturas de órgãos de tíbia e fêmur e culturas primárias de 

osteoblastos derivados de camundongos selvagens (Selv) e com knockout do 

α2C-AR (α2C-AR-/-). As culturas foram tratadas com UK (10-5 M), um agonista 

α2 adrenérgico; com T3, em dose suprafisiológica (10-8 M); ou com a 

combinação de ambos (T3+UK). Nos fêmures e tíbias (culturas de órgãos) 

provenientes de camundongos Selv e KO, o T3 promoveu aumentos 

significativos na expressão gênica da osteocalcina (Ocn), a proteína não 

colágena mais abundante da matriz óssea e um importante marcador da 

diferenciação osteoblástica. Entretanto, esse efeito não foi observado nas 

culturas tratadas com T3+UK, indicando que a ativação dos receptores α2 

adrenérgicos pelo UK bloqueou o efeito positivo do T3 sobre a expressão da 

Ocn. O T3 tendeu a reduzir a expressão da osteoprotegerina (OPG), um 

potente agente anti-osteoclastogênico, nas culturas de órgãos Selv, enquanto 

que reduziu significativamente a expressão da OPG nas culturas KO. O UK 

reduziu significativamente a expressão da OPG nos ossos Selv e α2C-AR-/-, 

sendo que esse efeito foi mais relevante nos ossos KO. Nas culturas primárias 

de osteoblastos, o T3 diminuiu o crescimento das células Selv e KO, sendo de 

maneira mais intensa nestas últimas. O UK também diminuiu o crescimento 

celular nos osteoblastos Selv e KO, entretanto, o seu efeito também foi mais 

potente nas células α2C-AR-/-. O efeito inibitório do UK sobre o crescimento 

celular foi mais relevante do que o do T3, especialmente nas culturas α2C-AR-/-

. Além disso, o T3 intensificou o efeito negativo do UK e vice-versa sobre o 

crescimento das células α2C-AR-/-. Nas culturas primárias de osteoblastos Selv 

e KO, o T3 induziu e o UK inibiu a formação de nódulos de mineralização. Além 

disso, o UK bloqueou o efeito positivo do T3 sobre a formação desses nódulos. 

Corroborando o que foi observado nas culturas de órgãos, o T3 estimulou a 

expressão da Ocn, enquanto que o UK bloqueou esse efeito positivo do T3 nas 



 

 

culturas primárias de osteoblastos Selv e KO. O T3 ou UK reduziu a expressão 

da OPG nas células Selv e KO. Em conjunto, esses achados sugerem que o 

SNS tem ações diretas e osteopênicas no tecido ósseo e, mais 

especificamente, nos osteoblastos, mediadas por receptores α2 adrenérgicos. 

Além disso, esses achados suportam a hipótese de que há uma interação entre 

a via de sinalização dos receptores α2 adrenérgicos com a via de sinalização 

do T3 em osteoblastos para regular o crescimento celular e diferenciação 

dessas células.  

Descritores: Hormônio tireiódeos; Sistema nervoso simpático; Receptores  

adrenérgicos alfa 2; Tecido ósseo; Osteoblastos; Metabolismo ósseo. 



 

 

ABSTRACT 

 

Ferreira LS. In vitro evaluation of the interaction of thyroid hormone with the 

sympathetic nervous system, via alpha 2 adrenergic receptors in bone tissue 

and osteoblastos [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2021. 

 

 

Previous studies from our group revealed that there is an interaction between 

thyroid hormone (TH) and the sympathetic nervous system (SNS) to regulate 

mouse bone mass, involving the α2 adrenoceptor pathway. The aim of this 

study was to evaluate whether the α2C adrenoceptor (α2C-AR) mediates direct 

actions of the SNS in the bone tissue and, more specifically, in osteoblasts; as 

well as to assess whether TH interacts with the α2C-AR signaling pathway 

locally in bone and osteoblasts to regulate the growth, differentiation, and 

activity of these cells. To this end, we performed in vitro studies using tibia and 

femur organ cultures and primary cultures of osteoblasts derived from wild-type 

(WT) and α2C-AR knockout (α2C-AR-/-) mice. The cultures were treated with 

UK (10-5 M), an α2 adrenergic agonist; with T3, in supraphysiological dose (10-8 

M); or with a combination of both (T3+UK). In femurs and tibias (organ cultures) 

derived from WT and KO mice, T3 promoted significant increases in gene 

expression of osteocalcin (Ocn), the most abundant non-collagenous protein of 

the bone matrix and an important marker of osteoblast differentiation. However, 

this effect was not observed in T3+UK-treated cultures, indicating that activation 

of α2 adrenergic receptors by UK blocked the positive effect of T3 on Ocn 

expression. T3 tended to reduce the expression of osteoprotegerin (OPG), a 

potent anti-osteoclastogenic agent, in WT organ cultures, while it significantly 

reduced OPG expression in KO cultures. UK significantly reduced OPG 

expression in WT and α2C-AR-/- bones, and this effect was more relevant in KO 

bones. In primary cultures of osteoblasts, T3 decreased growth in Selv and KO 

cells, and more intensely in the latter. UK also decreased cell growth in WT and 

KO osteoblasts, however, its effect was also more potent in α2C-AR-/- cells. The 

inhibitory effect of UK on cell growth was more relevant than that of T3, 

especially in α2C-AR-/- cultures. Moreover, T3 intensified the negative effect of 

UK and vice versa on cell growth in α2C-AR-/- cultures. In primary WT and KO 

osteoblast cultures, T3 induced and UK inhibited the formation of mineralization 

nodules. Furthermore, UK blocked the positive effect of T3 on the formation of 

these nodules. Corroborating what was observed in organ cultures, T3 

stimulated Ocn expression, whereas UK blocked this positive effect of T3 in 

primary WT and KO osteoblast cultures. T3 or UK reduced OPG expression in 

WT and UK cells. Taken together, these findings suggest that the SNS has 

direct and osteopenic actions on bone tissue and, more specifically, on 



 

 

osteoblasts, mediated by α2 adrenergic receptors. Furthermore, these findings 

support the hypothesis that there is an interaction between the α2 adrenergic 

receptor signaling pathway and the T3 signaling pathway in osteoblasts to 

regulate cell growth and differentiation of these cells.  

Descriptors: Thyroid hormones; Sympathetic nervous system; 

Receptors adrenergics alpha 2; Bone tissue; Osteoblasts; Bone metabolism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Tecido Ósseo 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo mineralizado, composto por uma 

ampla matriz extracelular (MEC), constituída por uma porção orgânica (35%) e 

outra inorgânica (65%). A maior porcentagem da matriz orgânica (90%) é 

composta por colágeno tipo I (Col I) e o restante (10%), por proteínas não 

colágenas, mucopolissacarídeos ácidos e lípides. A matriz inorgânica é 

composta principalmente por cálcio e fósforo, que se organizam em 

nanocristais de hidroxiapatita. Tal composição proporciona rigidez e 

elasticidade ao tecido ósseo, conferindo-lhe grande capacidade para suportar 

as demandas mecânicas e resistir a fraturas ósseas [1]. 

A porção celular representa de 1% a 2% do tecido ósseo, sendo que as 

principais células que compõem esse tecido são: (a) as células 

osteoprogenitoras, derivadas de células mesênquimais, dão origem aos 

osteoblastos; (b) os osteoblastos, células responsáveis pela formação óssea, 

sintetizam os principais componentes orgânicos da MEC (colágeno e várias 

proteínas não colágenas); (c) os osteócitos, as células mais abundantes do 

tecido ósseo, têm várias funções, dentre elas a detecção do estado químico e 

mecânico da MEC, e o controle do remodelamento ósseo; (d) as células de 

revestimento ou de superfície, consideradas osteoblastos quiescentes, são 

responsáveis pela proteção das superfícies ósseas, além de atuarem no 

controle do remodelamento ósseo; e, finalmente, (e) os osteoclastos, derivados 

de células tronco hematopoiéticas, são responsáveis pela reabsorção óssea 

(Fig. 1) [2, 3].  
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Figura 1 – Formação, Mineralização e Quiescência Óssea. (Fonte - Application Note 

- Osteoblast Differentiation and Mineralization - PromoCell GmbH - Adaptado). 

 

É digno de nota que os osteócitos e células de revestimento derivam dos 

osteoblastos e, portanto, pertencem à mesma linhagem celular. Todo osteócito 

um dia foi um osteoblasto que se tornou encarcerado pelo seu próprio produto, 

a MEC. Esse encarceramento promove mudanças morfofuncionais nessas 

células, tornando-as representantes do estágio final de diferenciação 

osteoblástica. Por outro lado, as células de revestimento são osteoblastos em 

estado de quiescência, ou seja, osteoblastos que não estão sintetizando os 

componentes da MEC de forma importante [4].  

Ao longo da vida, o tecido ósseo é continuamente remodelado, sendo, 

portanto, um tecido dinâmico. A remodelação óssea contínua é necessária para 

a manutenção da matriz óssea, para o reparo de fraturas ósseas, para a 

adaptação do esqueleto ao estresse mecânico e para o metabolismo mineral 

[3]. 

O remodelamento ósseo é um processo complexo, onde as atividades 

dos osteoclastos (reabsorção óssea) e osteoblastos (formação óssea) devem 

estar acopladas e balanceadas. Nesse processo, os osteoclastos reabsorvem 
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matriz óssea (“osso velho”) e, em seguida, os osteoblastos repõem a mesma 

quantidade de matriz reabsorvida (“osso novo”), quando o indivíduo é jovem. 

Dessa forma, o tecido ósseo vai sendo renovado e a sua massa e integridade 

são mantidas. Quando há um desbalanço positivo no remodelamento ósseo, ou 

seja, quando a formação é maior do que a reabsorção, ocorre ganho de massa 

óssea. O contrário ocorre em um desequilíbrio negativo (reabsorção maior do 

que formação), levando à perda de massa óssea [5]. 

O desequilíbrio positivo e negativo podem ser patológicos, 

caracterizando doenças como a osteopetrose e osteoporose, respectivamente 

[5]. O desequilíbrio negativo é comumente observado durante o processo de 

envelhecimento, especialmente em mulheres que se encontram na pós-

menopausa, o que pode levar a uma menor resistência óssea e ao aumento do 

risco de fraturas ósseas [6]. 

 

1.2. Hormônio Tireoideano  

 

A glândula tiroide, localizada ântero-lateralmente à traqueia e à parte 

distal da laringe, tem como principais produtos a tiroxina (T4) e a triiodotironina 

(T3) [7]. Estes são compostos resultantes da ligação de duas moléculas de 

tirosina iodadas.  

Nos mamíferos, o T4 corresponde a cerca de 60-90 % da produção 

tiroidiana e o T3, a 10-40 %, sendo que outras iodotironinas inativas 

biologicamente, como a diiodotironina (T2) e T3 reverso (rT3), correspondem a 

1%. O T4 basicamente funciona como um pró-hormônio, sendo convertido à 

forma ativa dos hormônios tireoideanos (HT), o T3, por ação de enzimas 

celulares, as desiodases das iodotironinas. Essa conversão ocorre na própria 

tiróide e, principalmente, em tecidos alvo do HT [8, 9].  

Três tipos de desiodases das iodotironinas foram identificados em 

tecidos de mamíferos, as desiodases do tipo I, II e III (D1, D2 e D3, 

respectivamente). A D1 converte T4 a T3, T4 a rT3 e T3 a T2, sendo, portanto, 

ativadora e inativadora dos HTs. A D2 converte T4 a T3 e rT3 a T2. O T4 é o 

principal substrato da D2, o que faz dela uma enzima prioritariamente ativadora 

do T4. A D3 é a principal inativadora dos HTs, convertendo T4 a rT3, e T3 a T2. 



17 

 

O hipotireoidismo regula positivamente a atividade da D2 e negativamente a 

atividade da D3, sendo o oposto observado em casos de tireotoxicose [9].  

As ações do HT nos tecidos são primariamente resultado da sua 

interação com os seus receptores nucleares (TRs), que são fatores de 

transcrição induzíveis pelo HT. Esses ligam-se aos elementos responsivos do 

hormônio tireoideano (TREs), que são regiões específicas dos genes alvo. A 

interação TR-TRE modifica expressão gênica, aumentando ou diminuindo a 

taxa de transcrição gênica, o que envolve o recrutamento de coativadores ou 

correpressores. Há quatro isoformas clássicas de TRs codificadas por dois 

genes [10], o TRα e TRβ, localizados nos cromossomos 17 e 3 em humanos, 

respectivamente. O TRβ codifica o TRβ1 e TRβ2, enquanto o TRα codifica o 

TRα1 e TRα2. Essa última isoforma não se liga ao T3 e pode funcionar como 

um antagonista do TRα1 e TRβ1 [11].  

O HT é requerido para o metabolismo normal da maioria dos tecidos. 

Além disso, o HT tem ações críticas na diferenciação e crescimento dos 

tecidos, incluindo o tecido ósseo [12, 13].   

 

1.3. Hormônio Tireoideano e suas ações no Tecido Ósseo 

 

O HT é essencial para o desenvolvimento e metabolismo ósseos [12-14]. 

Durante o desenvolvimento, a deficiência do HT causa atraso generalizado na 

ossificação intramembranosa e endocondral, somando-se a importantes 

alterações na lâmina epifisial (LE), tais como redução da sua espessura, 

desorganização das colunas de condrócitos e prejuízo na diferenciação de 

condrócitos proliferativos (CP) em condrócitos hipertróficos (CH), resultando 

em redução do crescimento e anormalidades esqueléticas [15]. Por outro lado, 

o excesso de HT resulta em maturação esquelética acelerada com fechamento 

prematuro da LE e subsequente diminuição do crescimento longitudinal ósseo  

[16].  

Quanto ao metabolismo ósseo, o HT estimula tanto a formação quanto a 

reabsorção óssea, uma vez que regula a atividade dos osteoblastos e 

osteoclastos [17, 18]. Em condições de excesso de HT, a atividade dessas 

duas populações celulares está aumentada com predomínio da atividade 
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osteoclástica, levando à diminuição da massa óssea. Por outro lado, no 

hipotireoidismo, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos encontra-se 

reduzida, levando à desaceleração do remodelamento ósseo, o que pode 

resultar em um ligeiro aumento da massa óssea [16]. 

O HT pode afetar o esqueleto indiretamente, alterando a síntese e/ou 

secreção de outros hormônios. Exemplos são o hormônio de crescimento e 

IGF-I (insulin-like growth factor-1), cuja expressão gênica e proteica são 

reguladas pelo HT. Por outro lado, há evidências de que o HT também age 

diretamente no esqueleto, alterando a expressão de vários genes relacionados 

ao desenvolvimento e metabolismo ósseos [19, 20]. 

As ações diretas do HT no esqueleto são primariamente resultado da 

sua interação com os TRs. O TRα1, TRα2 e TRβ1 são expressos nas principais 

células esqueléticas, os osteoblastos, osteoclastos e condrócitos [21, 22], 

entretanto, a participação funcional de cada uma dessas isoformas no 

desenvolvimento e metabolismo ósseos ainda não foi completamente 

esclarecida. Sabe-se que o TRα1 é a isoforma predominante no tecido ósseo 

[23-26], entretanto, estudos do nosso grupo mostram que o TRβ1 medeia 

importantes efeitos do T3 em células osteoblásticas de ratos e camundongos 

[20] e, especialmente, no esqueleto de ratos em desenvolvimento [27]. 

Uma série de estudos mostra ações diretas do HT em osteoblastos [28-

30], por outro lado, ainda não há um consenso se a ação do HT nos 

osteoclastos é direta ou se atua indiretamente através dos osteoblastos [13, 28, 

30, 31]. Até o presente momento, não há relatos sobre ações diretas do HT em 

osteócitos [13].  

Apesar das reconhecidas ações do HT no esqueleto, os mecanismos de 

ação do hormônio tireoideano no tecido ósseo ainda são pouco conhecidos. 

 

1.4. Sistema Nervoso Simpático  

 

O Sistema Nervoso Autônomo (SNA), juntamente com o Sistema 

Nervoso Somático (visceral), constitui o componente eferente do Sistema 

Nervoso Central (SNC) que controla a maioria das funções viscerais do 

organismo, tendo como alvo o músculo cardíaco, o músculo liso, as glândulas e 
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parte do tecido adiposo marrom (multilocular). O SNA recebe esta 

denominação em função das suas ações ocorrerem de forma autônoma, não 

atingindo o nível de consciência, ou seja, são ações automáticas que 

independem da nossa vontade. O controle autonômico garante a homeostase 

do meio interno, diante das perturbações exercidas pelos ambientes externo e 

interno [32, 33]. Para tanto, esse sistema controla, por exemplo, a pressão 

arterial, a frequência cardíaca, a sudorese, a temperatura corporal, a glicemia e 

muitas outras funções. 

O SNA é ativado por sinais provenientes da medula espinal, tronco 

cerebral e hipotálamo, sendo que sinais provenientes do córtex cerebral 

também podem influenciar o controle autonômico. Os neurônios autonômicos 

atuam nos diferentes órgãos do corpo através de duas subdivisões, o Sistema 

Nervoso Parassimpático (SNP) e Sistema Nervoso Simpático (SNS) [32] (Fig. 

2). Nesses dois sistemas, a inervação dos tecidos alvo ocorre através de uma 

via de dois neurônios autonômicos dispostos em série.  O primeiro, 

denominado neurônio pré-ganglionar, está localizado no SNC e o seu axônio 

(mielínico) projeta-se para um gânglio autonômico, localizado fora do SNC, 

onde faz sinapse com um neurônio pós-ganglionar, cujo axônio (amielínico) 

inerva o efetor (músculo liso e cardíaco ou glândula).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Subdivisões do Sistema Nervoso. (Fonte - Farley, A., Johnstone, C., 

Hendry, C., & McLafferty,E. (2014). Nervous system: part 1. Nursing Standard, 28(31), 46–51. 

doi:10.7748/ns2014.04.28.31.46.e7004 - Adaptado). 
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É digno de nota que os tecidos e órgãos alvos (efetores) do SNA 

normalmente apresentam atividade espontânea e independente da inervação 

autonômica. Entretanto, o SNA, através do SNS e SNP, modula esta atividade 

espontânea, ativando-a ou inibindo-a. A maioria dos efetores tem inervação 

dupla, ou seja, simpática e parassimpática, sendo que os dois sistemas 

normalmente têm ações modulatórias antagônicas sobre eles [34].  

A maioria das ações simpáticas resultam na intensificação das 

atividades metabólicas e da vigília, preparando o corpo para situações de 

emergência, o que faz com que o SNS seja chamado de sistema de “fuga-ou-

luta”. Exemplos de respostas simpáticas são o aumento da frequência cardíaca 

e respiratória, dilatação das pupilas, aumento da sudorese, boca seca, 

dilatação dos vasos sanguíneos dos órgãos que atuam em situação de 

estresse (por ex., coração e músculo esquelético) e constrição dos vasos 

sanguíneos dos órgãos não envolvidos em situação de estresse (por ex., o 

trato gastrintestinal e rins) [35]. Por outro lado, o SNP é frequentemente 

referido como sistema de “repouso-e-digestão”, uma vez que as suas ações 

favorecem a conservação e reestabelecimento de energia corporal [7]. 

Além de diferenças funcionais entre os dois sistemas autonômicos (SNS 

e SNP), há também diferenças anatômicas. A seguir, será feita uma breve 

descrição da organização anatômica do SNS. 

No SNS, os neurônios pré-ganglionares estão situados na substância 

cinzenta da medula espinal, principalmente no corno lateral, entre os 

segmentos T1 a L2 (parte toracolombar do SNA). Os axônios desses neurônios 

(fibras mielínicas) emergem da medula espinal pela raiz ventral dos nervos 

espinais, juntamente com os axônios dos motoneurônios espinais, e logo 

compõem um feixe (que emerge do ramo ventral do nervo espinal), o ramo 

comunicante branco, para se projetarem para os gânglios simpáticos, 

localizados próximo à coluna vertebral (compondo o tronco simpático ou cadeia 

simpática paravertebral – uma de cada lado da coluna vertebral). Já o axônio 

pós-ganglionar (amielínico) se direciona para o ramo anterior de um nervo 

espinal, através do ramo comunicante cinzento, para se projetar e suprir os 

órgãos e tecidos efetores, situados longe dos gânglios simpáticos. Dessa 

forma, as fibras pré-ganglionares são curtas e as fibras pós-ganglionares são 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Coluna_vertebral
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longas. Vale ainda dizer que uma fibra pré-ganglionar simpática tem muitos 

ramos colaterais axônios, podendo fazer sinapse com 20 ou mais neurônios 

pós-ganglionares, permitindo que respostas simpáticas afetem 

simultaneamente quase todo o corpo [36].  

Os principais neurotransmissores das fibras pré e pós-ganglionares 

simpáticas são, respectivamente, a acetilcolina e a noradrenalina (NA). Assim 

sendo, as fibras simpáticas pré-ganglionares são colinérgicas e as pós-

ganglionares são adrenérgicas [37]. (Fig.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3 – Vias dos Sistemas Simpático e Parassimpático. (A) As vias simpáticas 

são distinguidas por gânglios dispostos muito próximos do SNC. Elas usam a noradrenalina 

(NA) como o neurotransmissor pós-ganglionar. (B) As vias parassimpáticas geralmente 

possuem os seus gânglios próximos ao tecido alvo e usam a acetilcolina (ACh) como 

neurotransmissor pós-ganglionar.  (Fonte: Criação próprio autor) 

 

Um grupo de fibras simpáticas pré-ganglionares também se projeta até a 

medula das glândulas supra-renais, ondem inerva as células cromafins e 

estimula a libração de uma mistura de hormônios conhecidos como 

catecolaminas, sendo um deles a adrenalina, NA e dopamina. A adrenalina e 

NA representam, aproximadamente e respectivamente, 80% e 20% da 
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secreção hormonal da medula. As catecolaminas, derivadas da medula da 

supra-renal, circulam pelo corpo e intensificam as respostas estimuladas pelos 

neurônios pós-ganglinares simpáticos (adrenérgicos) [7]. 

As catecolaminas transmitem seus sinais biológicos nas células alvo 

através de receptores de membrana acoplados à proteína G, os receptores 

adrenérgicos [38-40]. São conhecidos nove subtipos de receptores 

adrenérgicos, os quais se subdividem em: α1 (α1A, α1B e α1C) [41], α2 (α2A, 

α2B e α2C) e β (β1, β2 e β3) [42]. Todos os nove subtipos de receptores 

adrenérgicos são ativados pela adrenalina e NA. Todas as isoformas de 

receptores β adrenérgicos (β-AR) 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-AR. Por 

outro lado, os receptores α2 inibem a AC e, portanto, diminuem a formação de 

AMPc, antagonizando as ações mediadas pelos receptores β-ARs [42, 43]. 

Os receptores adrenérgicos α2 (α2-ARs) estão localizados em 

membranas pré-sinápticas de terminações simpáticas e em neurônios 

adrenérgicos do SNC, onde atuam como autorreceptores (Fig.4). Este tipo de 

receptor modula a liberação de neurotransmissores pelo próprio neurônio. 

Assim sendo, os autorreceptores α2-ARs modulam a liberação de 

catecolaminas, regulando negativamente a sua liberação. Os α2-ARs também 

estão localizados em neurônios não adrenérgicos, onde atuam como 

heteroceptores, modulando a liberação de outros neurotransmissores [42, 44].  
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Figura 4 – Receptores α2 adrenérgicos (α2-AR) como Autorreceptores e 

Heteroceptores. Os α2-ARs estão localizados em membranas pré-sinápticas de terminações 

simpáticas e em neurônios adrenérgicos do SNC, onde atuam como autorreceptores, 

modulando negativamente a liberação de catecolaminas. Na ausência dos autorreceptores α2, 

há aumento da liberação de catecolaminas com aumento do tônus simpático. Os α2-ARs 

também estão localizados em neurônios não adrenérgicos, onde atuam como heteroceptores, 

modulando a liberação de outros neurotransmissores. Como heteroceptores atuam no 

processo de analgesia, sedação e termogênese, dentre outras ações.  (Fonte  - Gilsbach R, 

Hein L. Are the pharmacology and physiology of α₂ adrenoceptors determined by α₂-

heteroreceptors and autoreceptors respectively? Br J Pharmacol. 2012 Jan;165(1):90-102. doi: 

10.1111/j.1476-5381.2011.01533.x. PMID: 21658028; PMCID: PMC3252969 - Adaptado) 

 

Há evidências de que, como heteroceptores, os α2-ARs atuam no 

processo de analgesia e sedação, e na modulação do comportamento e dor 

[45]. Esses receptores vêm sendo detectados em uma série de tecidos e 

estruturas não nervosas, incluindo vasos, veias, miométrio e ilhotas 

pancreáticas [41], onde atuam, por exemplo, na regulação da pressão arterial e 

na modulação da liberação de insulina. 

Os receptores adrenérgicos α1 (α1-ARs) atuam principalmente na 

regulação do tônus vascular e no desenvolvimento cardíaco, além de participar 

da modulação do comportamento. Esses receptores α1-ARs localizam-se no 

SNC, átrio direito, ventrículo, fígado, baço, íleo, glândulas parótidas, mucosa 
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nasal, bexiga, uretra, corpo cavernoso próstata e também nos vasos e veias de 

diversos tecidos [41, 45]. 

 

1.5. Sistema Nervoso Simpático e suas ações no Tecido Ósseo: 

Papel dos Adrenoceptores α2 

 

Evidências sugerem que o SNS regula o remodelamento ósseo através 

da via dos receptores β2 adrenérgicos, expressos em osteoblastos [46, 47]. 

Demonstrou-se que a ativação β2 adrenérgica no tecido ósseo resulta em 

redução da formação óssea e em aumento da reabsorção óssea. Assim sendo, 

espera-se que a diminuição e o aumento da ativação simpática resultem em 

fenótipo de alta e baixa massa óssea respectivamente [46]. 

O papel do SNS no controle do remodelamento ósseo foi corroborado 

pelo fenótipo de alta massa óssea (AMO) observado em modelos de animais 

com baixa atividade simpática, como os camundongos Ob/Ob, que são obesos 

e deficientes de leptina, um hormônio que ativa o SNS quando administrado 

centralmente (no III Ventrículo) [46, 48]. Um outro modelo de baixa atividade 

simpática e AMO é o camundongo deficiente da dopamina β-hidroxilase (DbH-/-

), uma importante enzima, responsável pela síntese de catecolaminas [49]. 

Esses dois modelos animais (camundongos Ob/Ob e DbH-/-), entretanto, 

apresentam disfunções endócrinas (hipercorticismo, hiperinsulinemia e 

hipogonadismo) que podem afetar o metabolismo ósseo e interferir nos efeitos 

do SNS no osso.  

Uma evidência mais clara do papel dos receptores β2 adrenérgicos na 

mediação das ações do SNS no tecido ósseo é a observação de que a 

administração de agonistas e antagonistas β-adrenérgicos levam, 

respectivamente, à perda e ao ganho de massa óssea [45, 49, 50]. Uma outra 

importante comprovação da ação negativa da ativação simpática no 

remodelamento ósseo se deu através do estudo de animais com inativação 

gênica (knockout = KO) desses receptores, os camundongos β2-AR-/-. Esses 

animais não apresentam anormalidades endócrinas ou metabólicas, mas 

apresentam um fenótipo de AMO a partir dos 6 meses de idade, decorrente do 

aumento da formação e diminuição da reabsorção óssea. Além disso, esses 
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camundongos são resistentes à perda de massa óssea induzida por 

ovariectomia, o que chama a atenção para a relevância das ações do SNS no 

remodelamento ósseo [47]. 

Diante desses achados, o nosso grupo investigou se os receptores α2 

adrenérgicos (α2-AR) também medeiam ações do SNS no esqueleto. 

Demonstramos que os adrenoceptores α2A, α2B e α2C (α2A-AR, α2B-AR e 

α2C-AR) são expressos nas principais células ósseas (osteoblastos, osteócitos 

e osteoclastos) e em condrócitos da LE, dos centros de ossificação 

secundários, e da cartilagem articular. Pudemos observar, ainda, que 

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

AR-/-) apresentam um fenótipo AMO [41]. Esse achado foi surpreendente uma 

vez que esses camundongos apresentam níveis séricos elevados de 

catecolaminas e expressam os adrenoceptores β2 [51], que medeiam ações 

negativas do simpático no osso [46, 47, 52]. Como descrito anteriormente, os 

adrenoceptores α2 atuam como autorreceptores, inibindo a liberação das 

catecolaminas. Assim sendo, na ausência desses receptores, há aumento da 

liberação de NE, com consequente aumento do tônus simpático [51]. 

Considerando-se o fenótipo de alta atividade simpática dos camundongos 

α2A/α2C-AR-/-, esperava-se que apresentassem um fenótipo de baixa massa 

óssea (BMO). Em contraste, o fenótipo de AMO sugeriu que o β2-AR não é o 

único adrenoceptor envolvido no controle do metabolismo ósseo, além de 

sugerir que o α2A-AR e/ou α2C-AR pudessem mediar ações catabólicas do 

SNS no tecido ósseo. 

Para desvendar os papéis específicos dos diferentes subtipos dos 

adrenoceptores α2, vimos que camundongos com inativação isolada do α2C-

AR (α2C-AR-/-) apresentam baixa massa óssea no fêmur e alta massa óssea 

nas vértebras lombares, sugerindo que as ações do SNS ocorrem de maneira 

dependente do sítio do esqueleto e que esse receptor provavelmente medeia 

ações catabólicas do SNS nas vértebras e anabólicas no fêmur [53]. 

Uma outra hipótese seria a de que o α2A-AR tivesse um papel 

predominantemente osteopênico no fêmur. Entretanto, vimos que o fenótipo 

esquelético de animais com inativação isolada desse receptor, os 

camundongos α2A-AR-/-, apresentam fenótipo esquelético praticamente normal, 
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tanto no fêmur como na coluna vertebral [54]. Esses achados demonstram que 

o α2A-AR não tem um papel essencial na mediação das ações do SNS no 

esqueleto e sugerem, ainda, que possa haver um balanço e compensações 

entre as ações dos diferentes adrenoceptores na regulação da massa óssea, o 

que adiciona grande complexidade às ações do SNS no esqueleto. 

 

1.6. Interação do Hormônio Tireoideano com o Sistema Nervoso 

Simpático 

 

O SNS interage com o HT para regular vários sistemas e funções 

fisiológicas, como, por exemplo, a frequência cardíaca, pressão arterial, 

termogênese, lipogênese, lipólise, gligogênese e glicogenólise, dentre outras 

funções. Evidências sugerem que a interação entre o SNS e HT é coordenada 

e, na maioria das vezes, sinérgica [55]. Uma evidência disso é o fato do 

hipertireoidismo normalmente ser acompanhado por manifestações clínicas 

que caracterizam um estado de hiperatividade simpática, tais como intolerância 

ao calor, palpitações, taquicardia e nervosismo, dentre outras. Assim sendo, 

respostas exageradas às catecolaminas dominam as manifestações da 

tireotoxicose. Por outro lado, o hipotiroidismo é caracterizado por uma redução 

de respostas simpáticas, como intolerância ao frio, respostas metabólicas 

reduzidas ao exercício e frio, e redução da reserva hemodinâmica [55, 56]. 

Apesar da reconhecida interação entre SNS e HT, os mecanismos desse 

cross-talk ainda são pouco compreendidos e vêm sendo investigados em 

diferentes sistemas [57]. Sabe-se que o HT não aumenta a concentração de 

catecolaminas no plasma, sendo que pacientes tirotóxicos apresentam níveis 

séricos e urinários de NA normais ou diminuídos, enquanto que níveis elevados 

de catecolaminas podem ser observados em pacientes hipotiroideos [58, 59]. 

Assim sendo, as características simpatomiméticas do hipertiroidismo não 

podem ser explicadas pelo aumento da síntese e secreção de catecolaminas, 

mas sim por outros mecanismos que permitam uma resposta exagerada das 

células às catecolaminas, caracterizada, por exemplo, pelo aumento excessivo 

da produção de AMPc em resposta à adrenalina e NA. De fato, níveis 
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plasmáticos de AMPc mostram-se elevados em pacientes hipertiroideos e 

reduzidos em pacientes hipotireoideos [60, 61]. 

Um dos mecanismos para essa resposta simpática exagerada na 

tireotoxicose é o aumento do número de receptores  adrenérgicos induzido 

pelo T3 [62]. Entretanto, este mecanismo não é observado em todos os tecidos 

e, normalmente, não é suficiente para explicar a magnitude de amplificação da 

resposta adrenérgica induzida pelo HT, o que sugere que o T3 regule outros 

efetores da via dos receptores adrenérgicos, ou seja, efetores pós-receptor 

(downstream effectors) [55]. 

Demonstrou-se, por exemplo, que o HT aumenta a atividade da 

adenilato ciclase na gordura epididimal [63] e no tecido adiposo marron [64] de 

roedores. Detectou-se, também, que o HT afeta a expressão de diferentes 

isoformas de adenilato ciclase [65, 66]. Por outro lado, acredita-se que o 

principal mecanismo pós-receptor através do qual o HT aumenta as respostas 

simpáticas seja regulando a expressão de subunidades da proteína G. Vários 

estudos demonstraram que o T3 inibe a expressão de algumas espécies de 

subunidades Gai e Gb [67-69], que são proteínas que participam da regulação 

da atividade da adenilato ciclase. Estudos sugerem, ainda, que o HT aumenta 

os níveis celulares de AMPc por limitar a sua degradação, inibindo algumas 

fosfodiesterases no tecido adiposo [70]. 

Além das manifestações simpatomiméticas da tireotoxicose, uma outra 

implicação clínica da interação do HT com o SNS é o reconhecimento de que o 

bloqueio da atividade simpática, através do uso de beta bloqueadores, é 

benéfico para vários pacientes hipertiroideos, uma vez que minimiza as 

referidas manifestações clínicas. Entretanto, é importante assinalar que o 

bloqueio simpático não substitui o tratamento do hipertiroidismo, uma vez que 

não afeta os efeitos diretos do HT nos tecidos [55]. 
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1.7. Evidências da interação do Hormônio Tireoideano com o 

Sistema Nervoso Simpático para regular a estrutura e fisiologia ósseas, 

via receptores Alfa 2 Adrenérgicos 

 

Diante da reconhecida interação do HT com o SNS para regular várias 

funções fisiológicas, e do conhecimento das ações do HT e do SNS na 

regulação do remodelamento ósseo, o nosso grupo levantou a hipótese de uma 

possível interação entre o HT e o SNS para regular o metabolismo ósseo e, 

consequentemente, a massa óssea. Uma evidência dessa possível interação é 

a correção da hipercalcemia secundária à tireotoxicose em pacientes 

hipertiroideos tratados com propranolol, um antagonista β-adrenérgico [57]. 

Além disso, pacientes hipertiroideos tratados com propranolol apresentaram 

redução da excreção urinária de hidroxiprolina, um marcador bioquímico de 

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

hipertiroidismo possa envolver mecanismos dependentes da sinalização β-

adrenérgica. 

Para investigar uma possível interação da sinalização β-adrenérgica 

com o HT para regular a massa óssea, um estudo recente do nosso grupo 

analisou o efeito de doses suprafisiológicas de T3, por 90 dias, na 

microaquitetura óssea e em parâmetros biomecânicos do fêmur de 

camundongos com inativação gênica do β2-AR (β2-AR-/-). Observou-se que as 

fêmeas β2-AR-/- são mais resistentes aos efeitos osteopênicos da tireotoxicose 

do que os animais selvagens (Selv), especialmente quanto ao osso cortical. 

Esses achados fortalecem a hipótese de uma interação entre o HT e o SNS 

para regular a massa óssea, além de sugerir que essa interação envolve a 

sinalização β2 adrenérgica [71]. Por outro lado, uma série de estudos do nosso 

grupo vêm demonstrando que a interação entre o HT com o SNS para regular o 

metabolismo ósseo também pode ocorrer via receptores α2-AR.  

Em um primeiro estudo, avaliamos o efeito da tireotoxicose no esqueleto 

de camundongos fêmeas α2A/2C-AR-/-. Considerando-se que esses animais 

apresentam hiperatividade simpática, a nossa hipótese era de que o efeito 

osteopênico do HT fosse mais marcante nos animais duplo KO. Porém, 

surpreendentemente, observou-se que os animais α2A/2C-AR-/- são resistentes 
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aos efeitos deletérios da tireotoxicose na massa óssea, na microarquitetura do 

osso cortical e trabecular, e na resistência a fraturas [72]. Os dados deste 

estudo demostraram que o T3 inibe a expressão do α2C-AR no osso de 

camundongos Selv e que o T3 reduziu significativamente a expressão da 

osteoprotegerina (OPG), uma proteína que limita a osteoclastogênese e 

atividade osteoclástica, nos animais Selv, mas não nos animais KOs [72]. Em 

conjunto, esses achados sugerem fortemente que o HT interage com o SNS 

para regular a massa óssea, através de mecanismos que envolvem a 

sinalização α2-adrenérgica. 

Posteriormente, avaliamos o efeito da tireotoxicose no esqueleto de 

camundongos fêmeas com inativação gênica isolada do α2C-AR (α2C-AR-/-), 

com o objetivo de discriminar o papel das diferentes isoformas dos 

adrenoceptores α2 na possível interação entre o HT e SNS para regular a 

massa óssea. Vimos que os animais α2C-AR-/- também se mostraram 

resistentes aos efeitos osteopênicos da tireotoxicose, tanto no osso trabecular 

femoral quanto vertebral [53]. Esses achados sugerem que a sinalização do 

α2C-AR é necessária para que a tireotoxicose promova os seus efeitos 

osteopênicos. 

Ainda com o objetivo de discriminar os papéis das diferentes isoformas 

de adrenoceptores α2 na interação HT-SNS, investigamos o efeito da tiroxicose 

no esqueleto de camundongos fêmeas com inativação isolada do α2A-AR 

(α2A-AR-/-). Em contraste ao que foi observado nos camundongos α2C-AR-/-, a 

tireotoxicose se mostrou mais deletéria ao osso trabecular do fêmur em 

camundongos α2A-AR-/- do que nos camundongos Selv [54], reforçando a 

hipótese de que a sinalização do α2C-AR medeia efeitos deletérios do SNS no 

esqueleto, e que participa da interação entre o HT e o SNS para regular a 

massa óssea. 

Apesar das evidências de que há um crosstalk entre o SNS e o HT para 

regular a morfofisiologia óssea, os mecanismos dessa interação são totalmente 

desconhecidos. Um primeiro questionamento a ser feito é se essa interação é 

local, central ou sistêmica, ou seja, se ocorre no tecido ósseo (local), no SNC 

(central) ou em outros tecidos ou órgãos que afetem o tecido ósseo (sistêmica). 

Outra questão importante é se uma possível interação local envolve a via de 
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sinalização dos adrenoceptores α2 e, mais especificamente, a via do α2C-AR. 

No presente estudo, levantamos a hipótese de que há interação entre o SNS e 

HT no tecido ósseo (ou seja, interação local), envolvendo o α2C-AR. Para 

investigar essa questão, realizamos estudos in vitro utilizando culturas de 

órgãos de tíbia e fêmur e culturas primárias de osteoblastos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 - Objetivos Gerais 

 

- Investigar se o receptor adrenérgico Alfa2C (α2C-AR) tem ação direta, 

ou seja, local (esquelética) no tecido ósseo e, mais especificamente, em 

osteoblastos. 

 

- Investigar se o HT interage com a via de sinalização do α2C-AR, 

localmente, no tecido ósseo e em osteoblastos, para regular o 

remodelamento ósseo e a biologia dos osteoblastos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

- Em cultura de órgão de fêmur e tíbia, provenientes de camundongos 

selvagens (Selv) e com inativação isolada do α2C-AR (camundongos 

α2C-AR-/-), investigar se o UK, um agonista dos adrenoceptores α2; o T3 

em dose suprafisiológica e a combinação de ambos os tratamentos 

alteram diretamente a expressão de genes relacionados ao 

remodelamento ósseo. 

 

- Em culturas primárias de osteoblastos, provenientes de camundongos 

Selv e α2C-AR-/-, investigar se o UK; o T3 (em dose suprafisiológica) e a 

combinação de ambos os tratamentos, altera diretamente o crescimento 

(aumento do número de células) e a diferenciação osteoblástica. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais e Acasalamento 

 

Foram estudados camundongos da linhagem C57BL/6J (Selv) e 

camundongos com inativação gênica do receptor α2C (camundongos α2C-AR-/-

), que nos foram cedidos pela Dra. Patrícia C. Brum, Professora Associada da 

Escola de Educação Física e Esporte (EEFE), Universidade de São Paulo. Os 

animais foram mantidos 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 o acasalamento, duas fêmeas e um macho foram colocados em 

uma gaiola por 12 horas. Ao final desse período, é avaliada a presença de 

rolha vaginal, que é utilizada para a comprovação de coito. O dia do coito foi 

considerado o dia 0 (zero) de vida embrionária (E0). A gestação foi 

acompanhada de perto e o dia do nascimento foi considerado o primeiro dia de 

vida pós-natal (PN0). Os animais utilizados para os experimentos descritos 

abaixo tinham entre 0 e 4 dias e sofreram eutanásia por decapitação com 

lâminas afiadas.  

Foram mantidos 5 casais (entendendo-se que os “casais” são 

compostos por duas fêmeas e um macho) para cada linhagem de 

camundongos (Selv e α2C-AR-/-), perfazendo um total de 10 casais para 

manutenção da espécie. A cada 7-8 meses, houve a troca dos casais. Os 

casais excluídos do estudo foram eutanasiados em câmara de dióxido de 

carbono (CO2). 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 e da FMUSP- CEUA nº 

2025041217. 

 

3.2. Estudo I – Ações do HT e α2C-AR   em Cultura de Órgãos – 

Ossos Longos 
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3.2.1.  Cultura de Órgãos – Ossos Longos (Fêmur e Tíbia) 

 

Para a investigação de possíveis ações do HT e α2C-AR no tecido 

ósseo, foram estabelecidas culturas de órgãos, ou seja, culturas de ossos 

longos (fêmur e tíbia).  Imediatamente após a eutanásia dos animais com idade 

entre 0 e 4 dias, os fêmures e tíbias foram dissecados retirando as epífises, 

utilizando-se um esteriomicroscópio (Leica Microsystems S6E, Heerbrugg, 

Switzerland), em solução de Puck Saline A (PSA), composta por cloreto de 

potássio (KCL), cloreto de sódio (NaCL), bicarbonato de sódio (NaHCO3) e 

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

sem soro (MSS), composto por αMEM, 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), 100U/ml de penicilina e 100 µg de 

estreptomicina (Gibco) [73]. Os ossos foram cultivados individualmente em 

placas de 24 poços, contendo 1ml de MSS/poço e foram tratadas com T3 

(3,3’,5-Triiodo-L-Thyronine Sodium Salt-Sigma-Aldrich) a 10-8 M, e/ou com UK 

14, 304 (Sigma-Aldrich), um agonista α2 adrenérgico, a 10-5 M e ao final foi feito 

um ‘’pool’’ de amostras, colocando no mesmo tubo de armazenamento um 

fêmur e uma tíbia do mesmo animal e da mesma lateralidade (Fig.5). 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática do plaqueamento da cultura de órgãos: FD: Fêmur 

Direito; FE: Fêmur Esquerdo; TD: Tíbia Direita; TE: Tíbia Esquerda. 
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As culturas foram mantidas por 72 horas, contando a partir do dia 0 (P0) 

que foi quando se iniciou o tratamento com T3 e/ou UK e o meio foi trocado 

como indica a Tabela 1. 

 

 

DIA -1 

 

DIA 0 (P0) 

 

DIA 1 

 (24HRS) 

 

DIA 2 

(48HRS) 

 

DIA 3 

(72HRS) 

 

Plaqueamento 

 

(sem 

tratamento) 

 

 

Troca de 

meio 

+ 

Início 

tratamento 

  

Troca de meio 

+ 

Tratamento 

 

 

Coleta 

 

Tabela 1 – Representação esquemática dos dias para troca de meios e tratamentos das 

culturas de órgãos 

 

3.2.2.  Expressão gênica por PCR em tempo real (Real-Time PCR) 

 

Os fêmures e tíbias mantidos em cultura foram coletados, congelados 

em nitrogênio líquido e armazenados em freezer -80 °C. Para a extração do 

RNAm, os ossos foram pulverizados, na presença de nitrogênio líquido, em um 

mortar e pistilo de aço (Fisher Scientific International, Inc, Hampton, NH, USA) 

previamente resfriados em gelo seco. Ao "pó" de cartilagem, foi adicionado 

Trizol (Gibco, BRL). A mistura de pó de osso mais Trizol foi homogeneizada 

com um polytron PT10-35 (Brinkmann Instruments, Inc, NY, USA). O RNA total 

foi extraído de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante do TRizol e 

tratado com DNAse I (Fermentas, Hanover, MD, USA), segundo indicação do 

fabricante. A concentração e pureza do RNA foram determinadas por 

espectrofotometria medindo-se a absorbância em tampão TE (10mM Tris-HCl, 

pH 8.0, e 1mM EDTA) a 260 e 280nm. O DNA complementar (DNAc) foi 

sintetizado a partir do RNA total extraído (1,0µg), utilizando-se oligo(dT) e 

transcriptase reversa ReverAid-H-Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 
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(Fermentas, Hanover, MD, USA), conforme o seguinte protocolo: incubação 

com o oligo(dt) a 25C por 10 min, transcrição reversa a 37ºC por 1 hora e 

inativação por calor (heat inactivation) da transcriptase reversa a 95ºC por 5 

min no termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). Os 

primers de oligonucleotídeos para amplificação por PCR estão apresentados 

na Tabela 2. 

 

Ocn F: CTC ACA GAT GCC AAG CCC A 
R: CCA AGG TAG CGC CGG AGT CT 

Beta-Actina F: GCA CCA CAC CTT CTA CAA TG 
R: TGC TTG CTG ATC CAC ATC TG 

OPG F: AGT CCG TGA AGC AGG AGT G  
R: CCA TCT GGA CAT TTT TTG CAA A  

Tabela 2 - Sequência dos primers utilizados na realização do PCR em tempo real:   

F = Forward , R = Reverse 

 

Os valores relativos à amplificação do RNAm referentes a cada gene 

estudado foram avaliados através da mensuração da fluorescência, 

quantificada por um termociclador e detector ABI Prism 7500 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), comparando todas as amostras e o 

controle em duplicatas. Após padronização da quantidade de DNAc e da 

concentração dos primers, as reações foram realizadas em um volume total de 

25µl, com 450nM de primers e SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems). O gene Beta-Actina foi utilizado como controle interno para 

corrigir a variabilidade nas amplificações. O DNAc foi amplificado em duplicatas 

nas seguintes condições: 1 ciclo a 50ºC por 2 minutos e 95ºC por 10 minutos, 

seguido por 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos (desnaturação) e 60ºC 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 e determinada pelo método do 

Ct como previamente descrito por Mullah [74]. 
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3.3. Estudo II – Ações do HT e α2C-AR   em em culturas primárias 

de osteoblastos. 

 

3.3.1. Cultura primária de células osteoblásticas derivadas da 

calvária de camundongos 

 

Para a investigação de possíveis ações diretas do HT e α2C-AR em 

osteoblastos, foram estabelecidas culturas primárias de osteoblastos derivadas 

da calvária de camundongos neonatos (PN0-PN4) Selv e α2C-AR-/-. As 

calvarias foram dissecadas (Fig. 6) e as células da linhagem osteoblástica 

foram isoladas por digestão enzimática sequencial, utilizando-se meio de 

digestão com 1% de tripsina e 1% de colagenase, em meio α-MEM (Gibco 

BRL, Paisley, UK), como descrito por Zhong, Z.A. et al. [75]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Demonstração ilustrativa do modo de dissecção da calvária de camundongos 

neonatos (PN0-PN4). Calvária exposta e retirada inteira para posterior digestão; (Fonte: 

Zhendong A. Zhong et al. Use of Primary Calvarial Osteoblasts to Evaluate the Function of Wnt 

Signaling in Osteogenesis). 

 

As células foram cultivadas em placas de petri de 100mm (P100), em 

meio de cultivo contendo α-MEM (Invitrogen), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (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 7 dias), sendo que o 

meio foi trocado a cada 2 dias. Após atingirem confluência, as células foram 

coletadas e semeadas de acordo com os objetivos de cada experimento. 
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3.3.1.1. Tratamento do FBS com Carvão Ativado (FBS-CA) 

 

O tratamento do soro com carvão ativado [charcoal stripped serum 

(CSS)] é utilizado basicamente para retirar lípides, esteróides e HT do soro. 

Para tanto, foram adicionados 6,5g de carvão ativado para cada 100ml de FBS. 

Essa mistura foi mantida em um agitador magnético por 12 horas, a 4ºC. Após 

esse período, o soro foi centrifugado em uma ultra-centrifuga (SORVALL Ultra 

pro 80, Kendro Laboratoty Products – Newtown, Connecticut- USA) por 1 hora, 

a 48000G, a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi retirado e 

transferido para um novo tubo e centrifugado novamente. Esse procedimento 

foi repetido três vezes. Ao final de todas as centrifugações, o sobrenadante, ou 

seja, o FBS-CA, foi retirado e filtrado.  

 

3.3.1.2. Análise do Crescimento Celular 

 

As células osteoblásticas foram semeadas inicialmente em uma 

densidade de 1,5x104 células por poço, em placas de 24 poços e cultivadas 

em meio de cultivo. Depois de 72 horas do plaqueamento (considerado o dia 

0), o meio de cultura foi substituído por meio de diferenciação (MD), que se 

refere ao meio de cultivo suplementado com 50 µg/ml de ácido ascórbico 

(Sigma, St. Louis, MO) e 10mM β-glicerofosfato (Sigma). 

No dia seguinte, D0, foi iniciado o tratamento com T3 (10-8 M), UK (10-5 

M), a combinação de ambos (T3+UK) e mantendo o controle com nenhum 

tratamento (Cont). O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. Células foram 

coletadas no dia 0 (sem serem tratadas); e no 3o, 6o, 9o e 12o dia de tratamento 

(T0, T3, T6, T9 e T12 respectivamente), para determinar o número de células. 

Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

Para realizar a contagem, primeiramente as células foram lavadas com 

PBS, em seguida foi adicionada Tripsina-EDTA 0,5% e a placa foi deixada por 

5 minutos na estufa de CO2 para que as células se soltem. Após os 5 minutos, 

foi adicionado meio de crescimento para interromper a ação da tripsina e este 

meio total foi coletado em tudo de 1,5ml e levado à centrífuga por 5 minutos. 
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Depois o sobrenadante foi retirado e as células são ressuspendidas em uma 

quantidade de meio de crescimento adequado à sua concentração. 

A contagem celular foi realizada utilizando a câmara de Neubauer, que 

foi levada ao microscópio, permitindo a visualização da malha e dos 

quadrantes. A contagem foi realizada em duplicata, são contadas as células 

dos 4 quadrantes dos cantos e o quadrante do meio, não contando apenas as 

células que estiverem sobre as linhas da direita e inferior. Ao final, o valor da 

primeira contagem foi somado ao da segunda e depois dividido por 10 (número 

de quadrantes contados no total). 

 

3.3.1.3. Diferenciação Osteoblástica 

3.3.1.3.1. Avaliação da Formação de Nódulos de Mineralização 

 

As células foram plaqueadas, em triplicatas para cada grupo, numa 

densidade de 4x104 células/poço, em placas de 12 poços. Após 72 horas do 

plaqueamento, as células receberam o MD, que como citado acima se refere 

ao meio de cultivo suplementado com 50 µg/ml de ácido ascórbico (Sigma, St. 

Louis, MO) e 10mM β-glicerofosfato (Sigma). No dia seguinte, D0, foi iniciado o 

tratamento com T3 (10-8 M), UK (10-5 M), a combinação de ambos (T3+UK) e 

mantendo o controle com nenhum tratamento (Cont). O meio de cultura foi 

trocado a cada 3 dias. A quantificação dos nódulos de mineralização, que é 

uma medida da diferenciação osteoblástica, foi feita no 21 dia de tratamento 

(T21). Para tanto, as culturas de células foram coradas com vermelho de 

alizarina como descrito a seguir.  

Inicialmente, o meio de cultivo foi retirado e as culturas foram lavadas 

com PBS e em seguida fixadas com etanol 70% a temperatura ambiente por 30 

minutos. Após o tempo estabelecido, as culturas foram lavadas 3x com água 

MilliQ e depois deixadas numa solução de vermelho de alizarina 0,2% [0,2 g de 

Vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich) em 100mL de PBS] por 30 minutos. Ao 

final, as culturas foram lavadas  novamente com PBS e seu o excesso foi 

retirado das amostras para que as mesmas sequem destampadas em 

temperatura ambiente [29]. 
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Para a análise quantitativa do acúmulo de cálcio nas amostras, foi 

utilizado o método descrito por Gregory et al. (2004), adaptado [76]. Com a 

adição, em cada poço, de 320ul de ácido acético a 10%, as placas de cultura 

foram submetidas à agitação suave de 80rpm por 30 minutos. A camada de 

células foi raspada e a solução transferida para tubos de 1,5ml para, em 

seguida, serem aquecidas a 85°C por 10 minutos e depois centrifugadas a 

13.000rpm durante 15 minutos. Foi coletado o sobrenadante de cada tubo e 

colocado em novos tubos, também de 1,5ml, e em cada um deles foi 

adicionado 80ul de hidróxido de amônio a 10%. Em seguida, os tubos foram 

agitados em vórtex. Por fim, a absorbância de cada amostra foi determinada 

em um espectofotômetro, utilizando-se comprimento de onda de 405nm. 

3.3.1.3.2. Avaliação da Expressão de Genes Relacionados à 

Diferenciação Osteoblástica e ao Remodelamento Ósseo. 

 

Todo o procedimento de plaqueamento e tratamento das células foi o 

mesmo descrito no item 3.3.1.2. Entretanto, para a extração do RNA, as células 

foram plaqueadas numa densidade de 105 célula/poço em placas de 6 poços, 

em duplicatas. As células foram coletadas e processadas para a extração de 

RNA total, em T0, T3, T6, T9 e T15, para posterior estudo da expressão gênica 

de genes marcadores da diferenciação osteoblástica (Ocn) e de genes 

relacionados ao remodelamento ósseo (OPG). A extração do RNA total foi feita 

utilizando-se Trizol Reagent, de acordo com as orientações do fabricante. O 

processamento do RNA e a análise da expressão gênica foram feitos de 

acordo com o item 3.2.2.  
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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). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Estudo I – Ações do HT e α2C-AR   em Cultura de Órgãos 

(Ossos Longos) 

 

Em um primeiro momento, foram investigadas as possíveis ações diretas 

do HT e α2C-AR no tecido ósseo, avaliando a expressão gênica da Ocn e OPG 

em fêmures e tíbias isolados em cultura (culturas de órgãos). 

Observamos que o tratamento com T3 por 72 horas promoveu um 

aumento de 4 e 6 vezes na expressão gênica da Ocn nas culturas de órgãos 

de animais Selv e α2C-AR-/-, respectivamente, em relação aos seus respectivos 

controles (Cont) – culturas não tratadas (Fig. 7). Em contraste, o UK (agonista 

α2 adrenérgico) tendeu a reduzir a expressão gênica da Ocn (versus Cont), 

porém, essa redução não atingiu o limiar de significância. Entretanto, foi 

possível observar que o UK claramente bloqueou o efeito positivo do T3 

(T3+UK) sobre a expressão gênica da Ocn, tanto nos animais Selv quanto KO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressão Gênica da 

Osteocalcina (Ocn) em Cultura de Órgão. (A e B) Culturas de órgãos (fêmur e tíbia) 

derivados de camundongos selvagens (Selv) e α2C-AR-/-  tratadas com T3 (10-8 M) e/ou UK (10-

5 M) por 72 horas. A expressão gênica relativa da Ocn foi determinada por PCR em tempo real. 

O controle (Cont) refere-se às culturas que permaneceram sem tratamento. Os valores são 

expressos como média ± SEM. *p> 0,05, **p <0,01 e ***p<0,001. 
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Com relação à expressão da OPG (Fig.8), foi observado que o T3 

reduziu a expressão desse gene em 22% e 56% nas culturas de órgãos dos 

animais Selv e KO em relação às células não tratadas (células Cont), 

respectivamente, sendo que esse efeito foi significativo estatisticamente nos 

ossos derivados de animais α2C-AR-/- (Fig. 8A). O UK sozinho afetou a 

expressão da OPG, de forma importante e significativa, nos ossos Selv e KO, 

onde reduziu a expressão da OPG em 52% e 83%, respectivamente (Fig. 8B). 

Aparentemente, o UK não interferiu na ação do T3 sobre a OPG, tanto, nos 

ossos Selv quanto KO. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressão Gênica da 

Osteoprotegerina (OPG) em Cultura de Órgão. Culturas de órgãos (fêmur e tíbia) derivados 

de camundongos selvagens (Selv) e α2C-AR-/- tratadas com T3 (10-8 M) e/ou UK (10-5 M) por 72 

horas. (A e B) A expressão gênica relativa da OPG foi determinada por PCR em tempo real. O 

controle (Cont) refere-se às culturas que permaneceram sem tratamento. Os valores são 

expressos como média ± SEM. *p> 0,05, **p <0,01, ****p<0,001. 

 

5.2. Estudo II – Ações do HT e α2C-AR em culturas primárias de 

osteoblastos. 

 

Para os experimentos envolvendo culturas primárias de osteoblastos 

(Estudo II), inicialmente testamos o comportamento das células em meio de 

cultura (αMEM) contendo FBS previamente tratado com carvão ativado (CSS). 

Este método foi utilizado basicamente para retirar os hormônios tireoideanos do 
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soro, e para, assim, minimizar a interferência do T3 proveniente do FBS nos 

experimentos.  

Em um primeiro experimento, células derivadas da calvária de 

camundongos selvagens (Selv) da linhagem C57BL/6J foram plaqueadas e 

cultivadas em meio completo (MC), ou seja, meio αMEM contendo 10% de 

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

por meio de diferenciação (MD), que se refere ao MC suplementado com ácido 

ascórbico e α-glicerofosfato. No dia seguinte (considerado o dia 0), as células 

foram mantidas em meio contendo 10% de FBS, 10% de CSS ou 5% de CSS. 

O crescimento dessas células foi determinado a cada 3 dias por 15 dias (Fig. 

9). Nota-se claramente que o CSS em 5% e 10% foi prejudicial às células, 

bloqueando o crescimento celular. Esse experimento inicial demonstrou que o 

tratamento com carvão ativado retira componentes do FBS necessários para o 

crescimento das células, o que impossibilitou o uso do CSS nas culturas 

primárias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Crescimento de Células Osteoblásticas Cultivadas em Meio Contendo 

FBS Tratado com Carvão Ativado (FBS-CA). Células osteoblásticas derivadas da calvária de 

camundongos selvagens (C57BL/6J) cultivadas em meio αMEM contendo 10% de FBS ou 10% 

e 5% de FBS-CA. Os valores são expressos como média ± EPM. *p<0.05, **p<0.01 e 

****p<0.0001 para FBS 10% vs. FBS-CA 5% e 10%. 

 

Num segundo experimento, testamos o comportamento das células, 

também quanto ao crescimento celular, frente a meio de cultura contendo 

diferentes concentrações de FBS (10%, 5% e 2.5%). Em paralelo, testamos, no 

mesmo experimento, a meia troca de meio de cultura, ou seja, a retirada de 
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apenas metade do meio de cultura e a adição da mesma quantidade de meio 

de cultura fresco às células. A meia troca teve como objetivo minimizar a 

exposição das células ao HT proveniente do FBS e manter fatores de 

crescimento produzidos pelas próprias células no meio de cultura. Nota-se que 

o crescimento celular foi bloqueado quando as células foram cultivadas em 

meio contendo 5% e 2.5% de FBS (Fig. 10), demonstrando que essas células 

são bastante sensíveis a componentes presentes no FBS. 

Esse experimento demonstrou que é necessário manter a concentração 

de 10% de FBS no meio de cultura para permitir o crescimento celular, o que, 

então, foi utilizado nos experimentos deste estudo. A meia troca foi bastante 

satisfatória até o 12o dia da cultura, entretanto, a partir desse ponto, esse 

procedimento prejudicou o crescimento celular. Assim sendo, nos experimentos 

seguintes, utilizamos a meia troca até o 9º dia de cultura. 
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              Figura 10 - Crescimento de Células Osteoblásticas Cultivadas em Meio Contendo 

FBS em Diferentes Concentrações. Células osteoblásticas derivadas da calvária de 

camundongos selvagens (C57BL/6J) cultivadas em meio αMEM contendo 10%, 5% e 2.5% de 

FBS. Os valores são expressos como média ± EPM. +p<0.05 e +++p<0.001 para FBS 10% vs. 

FBS 10% meia troca; ***p<0.001 e ****p<0.0001 para FBS 10% vs. FBS 5% e FBS 2.5%. 

 

Após a padronização dos meios de cultura, iniciamos o estudo do efeito 

do T3 e UK (agonista dos adrenoceptores α2), no crescimento de células 

osteoblásticas derivadas da calvária de camundongos Selv e α2C-AR-/-. Em 

uma primeira avaliação, observamos que não há diferença entre os 
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osteoblastos Selv e α2C-AR-/- quanto ao crescimento celular, havendo apenas 

uma tendência a um menor crescimento nas células KO (Fig.11). 

 

Figura 11 - Efeito da Deleção do α2C-AR no Crescimento de Células 

Osteoblásticas. Células osteoblásticas derivadas da calvária de camundongos selvagens 

(Selv) e α2C-AR-/- foram cultivadas em meio αMEM contendo 10% de FBS. Os valores são 

expressos como média ± EPM. 

 

Posteriormente, observamos que o T3 em dose suprafisiológica (10-8 M) 

diminuiu o crescimento celular a partir do 9º dia de tratamento, tanto nas 

células Selv quanto KO, entretanto, a redução foi mais significativa nas células 

KO (Fig. 12). Assim como o T3, o UK reduziu o crescimento celular nas células 

de animais Selv a partir do 9º dia de tratamento, porém, o efeito do UK foi 

significativamente maior do que o do T3 no 12º dia de tratamento. Nota-se, 

ainda, que o T3 não modificou o efeito do UK, e vice-versa, quanto ao 

crescimento das células de animais Selv (Fig. 12A). As células α2C-AR-/- se 

mostraram mais sensíveis ao efeito negativo do UK sobre o crescimento 

celular, sendo que o UK reduziu o crescimento celular significativamente já a 

partir do 6º dia de tratamento nas células KO (Fig. 12B), sugerindo que a 

ativação do α2A-AR e/ou α2B-AR é importante para esse efeito.  

Observa-se, também, que o T3 intensificou o efeito negativo do UK, e 

vice-versa, sobre o crescimento das células de animais α2C-AR-/- no 9º e 12º 

dias de tratamento, sugerindo um crosstalk entre a via de sinalização do α2A-

AR e/ou α2B-AR com a via de sinalização do T3. 
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Figura 12 - Efeito do Tratamento com T3 e UK no Crescimento Celular em 

Culturas Primárias de Osteoblastos. (A e B) Número de células em culturas primárias de 

osteoblastos derivados da calvária de camundongos selvagens (Selv) e α2C-AR-/- tratadas com 

T3 (10-8 M) e/ou UK (10-5 M). Os valores são expressos como média ± EPM. a=Cont vs. T3; 

b=Cont vs. UK; c=Cont vs. T3+UK; d=T3 vs. UK; e=T3 vs. T3+UK; f=UK vs. T3+UK. As 

significâncias para 1, 2, 3 ou 4 letras são p<0.05, p<0.01, p<0.001 e p<0.0001, 

respectivamente. 

 

Como parâmetro de diferenciação osteoblástica (Fig.13), analisamos a 

formação de nódulos de mineralização nas culturas primárias de osteoblastos 

provenientes da calvária de animais selvagens (Fig. 13A) e α2C-AR-/- (Fig. 13B) 

que estão expostas através de imagens realizadas diretamente das placas de 

petri na qual foram feitas as culturas e colorações.  

Através destas imagens, qualitativamente, podemos observar que o T3 

teve um efeito positivo na formação de nódulos de mineralização no 21º dia de 

tratamento, tanto nas células provenientes de animais Selv quanto KO. É 

possível observar, ainda, que o tratamento com UK limitou a formação dos 

nódulos de mineralização e que o UK bloqueou o efeito positivo do T3 (T3+UK) 

neste parâmetro nas células Selv e α2C-AR-/-. Além disso, nota-se que a 

formação de nódulos de mineralização foi maior nas culturas provenientes das 

calvárias de animais KO em relação àquelas provenientes de animais 

selvagens, em todas as condições de tratamento, sugerindo um efeito inibitório 

do α2C-AR na diferenciação osteoblástica. 
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Figura 13 – Imagem Representativa do Efeito Apresentado pelo Tratamento com 

T3 e UK na Formação de Nódulos de Mineralização em Culturas Primárias de 

Osteoblastos derivados da Calvária de Camundongos.  

 

A avaliação quantitativa das culturas de células α2C-AR-/- confirmou: (i) o 

efeito positivo do T3 sobre a formação dos nódulos de mineralização, (ii) o 

efeito negativo do UK sobre a formação dos nódulos, e (iii), finalmente, a ação 

bloqueadora do UK sobre a indução da formação dos nódulos de mineralização 

pelo T3 (Fig. 14) 
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Figura 14 – Quantificação do Efeito do Tratamento com T3 e UK na Formação de 

Nódulos de Mineralização em Culturas Primárias de Osteoblastos derivados da Calvária 

de Camundongos. Quantificação da mineralização nas culturas de células α2C-AR-/-, 

determinando-se a densidade óptica (absorbância) das amostras por espectrofotometria, 

utilizando-se comprimento de onda de 405 mm. Os valores são expressos como média ± SEM. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01 e ****p<0,0001. 

 

Em seguida, avaliamos a expressão gênica da Ocn nas culturas 

primárias de osteoblastos provenientes da calvária de camundongos Selv e KO 

(Fig.15). Nas células Selv (Fig.15A), o T3 em dose suprafisiológica (10-8 M) 

promoveu um aumento significativo na expressão da Ocn no 9° e 15° dia de 

tratamento, aproximadamente 26x e 117x, respectivamente, em relação ao dia 

0. Por outro lado, o UK bloqueou significativamente o aumento da expressão 

gênica da Ocn observado nas células controles no 15° dia de cultura. A partir 

do 9° dia, é possível observar que o UK também limitou o efeito positivo do T3 

(T3+UK) sobre a expressão gênica da Ocn. Nas células de animais α2C-AR-/- 

(Fig.15B), observamos que o tratamento com T3 causou um aumento 

significativo na expressão da Ocn apenas no 15° dia, 35x em relação ao dia 0. 

O tratamento combinado das células KO (T3+UK) mostrou que o UK também 

limitou significativamente o efeito positivo do T3 sobre a expressão de Ocn. 
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Figura 15 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressão Gênica da 

Osteocalcina (Ocn) em Cultura Primária de Osteoblasto. Culturas primárias de osteoblastos 

derivados da calvária de camundongos selvagens (Selv) e α2C-AR-/- tratadas com T3 (10-8 M) 

e/ou UK (10-5 M). (A e B) Expressão gênica relativa da Ocn determinada por PCR em tempo 

real. O grupo controle (Cont) refere-se a células sem tratamento. Os valores são expressos 

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

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

e p<0.0001, respectivamente. 

 

Também foi avaliada a expressão da OPG nas culturas primárias de 

osteoblastos provenientes da calvária de camundongos Selv e α2C-AR-/- 

(Fig.16). Nas culturas derivadas de animais Selv (Fig.16A), as células controle 

apresentaram um aumento gradativo na expressão da OPG ao longo dos dias 

em cultura. O tratamento com dose suprafisiológica de T3 (10-8 M) limitou 

significativamente o aumento da expressão da OPG do 6° ao 15º dia de  

cultura. Entretanto, no 21º dia de tratamento, a expressão da OPG nas células 

controle e tratadas com T3 se iguala, revelando um efeito limitante, mas 

transitório do T3 sobre a expressão do Ocn. O UK bloqueou completamente o 

aumento da expressão da OPG ao longo dos dias em cultura. O tratamento 

simultâneo do T3 com o UK (T3+UK) mostrou que o T3 não alterou 

(intensificou ou minimizou) o efeito inibitório do UK sobre a expressão gênica 

da OPG. Nas células α2C-AR-/- (Fig.16B), observamos que o tratamento com 

T3 também gerou uma limitação significativa e transitória na expressão de 

OPG, que ocorreu já no 3° dia de tratamento (enquanto que nas células Selv, 
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ocorreu a partir do 6° dia de tratamento) e permaneceu até o 9º dia de 

tratamento. Assim como nas células Selv, o tratamento com UK bloqueou 

completamente o aumento da expressão da OPG ao longo dos dias de cultivo 

celular. Não houve diferença entre os efeitos do tratamento com UK e T3+UK 

na expressão da OPG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Efeito do Tratamento com T3 e UK na Expressão Gênica da 

Osteoprotegerina (OPG) em Cultura Primária de Osteoblasto. Culturas primárias de 

osteoblastos derivados da calvária de camundongos selvagens (Selv) e α2C-AR-/- tratadas 

com T3 (10-8 M) e/ou UK (10-5 M). O grupo controle (Cont) refere-se a células sem tratamento.  

(A e B) Expressão gênica relativa da OPG determinada por PCR em tempo real. Os valores 

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

UK; e=T3 vs. T3+UK; f=UK vs. T3+UK. 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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6. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Estudos prévios do nosso grupo mostraram que animais com duplo KO 

do α2A-AR e α2C-AR (camundongos α2A/α2C-AR-/-) apresentam um fenótipo 

generalizado de alta massa óssea, apesar de apresentarem níveis plasmáticos 

elevados de noradrenalina e sinalização β2 adrenérgica [41]. Esse mesmo 

trabalho demostrou a presença das diferentes isoformas de α2-AR em 

osteoblastos, osteoclastos, osteócitos e condrócitos de camundongos [41]. Em 

conjunto, esses achados sugerem que não somente os receptores β2 

adrenérgicos estão envolvidos no efeito deletério da ativação simpática no 

esqueleto, mas que as isoformas α2-AR também podem estar envolvidas 

nesse processo.  

Em outro estudo, observamos que camundongos com deleção isolada 

do α2C-AR (α2C-AR-/-) apresentam um fenótipo ósseo heterogêneo, com 

redução da massa óssea no fêmur e aumento na coluna vertebral, em relação 

a camundongos selvagens. Esse achado reforça a hipótese de que o SNS 

regula a estrutura e a fisiologia ósseas, via receptores α2-AR, além de sugerir 

que as ações do SNS no esqueleto são sítio dependentes, ou seja, tem ações 

diferentes em diferentes locais [38]. Por outro lado, vimos que o fenótipo 

esquelético de camundongos com deleção isolada do adrenoceptor α2A (α2A-

AR-/-) é praticamente normal, sugerindo que o α2A-AR não medeia ações do 

SNS no esqueleto, ou que possíveis ações desse receptor possam ser 

compensadas pelo α2B-AR e/ou α2C-AR, ou por outros adrenoceptores [54].  

Além disso, observamos que os camundongos α2A/2C-AR-/- e α2C-AR-/- 

apresentam certa resistência à osteopenia induzida pela tireotoxicose (tanto no 

fêmur quanto na coluna vertebral), fortalecendo a hipótese de que o HT 

interage com o SNS para regular a morfofisiologia óssea [53, 72]. Esses 

achados sugerem, ainda, que essa interação entre o HT e SNS envolve a 

sinalização α2 adrenérgica. Por outro lado, vimos também que camundongos 

com deleção isolada do α2A-AR apresentam maior sensibilidade aos efeitos 

osteopênicos da tireotoxicose no osso trabecular, enquanto que o osso cortical 

mostrou-se resistente aos efeitos negativos do excesso de HT [54].  Essa maior 

sensibilidade do osso trabecular aos efeitos deletérios da tireotoxicose 
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contrastam com a menor sensibilidade observada nos camundongos α2A/α2C-

AR−/− [72] e α2C-AR−/− [53], o que sugere a participação da sinalização α2C-AR 

no mecanismo de ação através do qual o HT promove os seus efeitos 

osteopênicos no osso trabecular. Por outro lado, algum grau de resistência à 

tireotoxicose foi observado no osso cortical dos camundongos α2A/α2C-AR−/− 

[72], α2C-AR−/− [53] e α2A-AR−/− [54], indicando que a sinalização dos 

adrenoceptores  α2A e α2C contribuem para ações do HT no osso cortical.  

Apesar dessas evidências sugerirem um cross-talk entre o hormônio 

tireoideano e os receptores α2 adrenérgicos nos mecanismos através do qual a 

tireotoxicose promove os seus efeitos deletérios no tecido ósseo, não se sabe 

se essa interação ocorre centralmente (SNC) ou localmente no tecido ósseo. 

Havendo, ainda, a possiblidade dessa interação ocorrer e/ou afetar outros 

órgãos ou tecidos, cujas alterações possam influenciar o tecido ósseo, 

caracterizando um efeito sistêmico e indireto. 

No presente estudo, tivemos como objetivo investigar a hipótese de que 

a interação entre o HT e sinalização α2 adrenérgica ocorre localmente no 

tecido ósseo e, mais especificamente, nos osteoblastos. Para tanto, realizamos 

experimentos in vitro, utilizando culturas de órgãos, ou seja, fêmures e tíbias 

provenientes de camundongos Selv e α2C-AR-/-. Em paralelo, realizamos 

experimentos com culturas primárias de osteoblastos derivados da calvária de 

neonatos Selv e α2C-AR-/-. As culturas de órgãos e células foram tratadas com 

UK (10-5 M), um agonista α2 adrenérgico; com dose suprafisiológica de T3 (10-8 

M); ou com a combinação de ambos (T3+UK).    

O UK (UK-14,304) é um potente agonista dos receptores α2 

adrenérgicos [77-79] e possui vantagem se comparado à clonidina, um 

conhecido agonista α2 adrenérgico. Enquanto o UK é específico para os 

receptores α2 adrenérgicos, a clonidina é um agonista parcial dos 

adrenoceptores α2, uma vez que tem alguma afinidade pelos adrenoceptores 

α1 e pelos receptores de imidazolina (IR), que são, portanto, receptores não 

adrenérgicos. Os IRs são sítios de ligação da imidazolina ou de estruturas 

químicas de oxazolina. A estimulação desses receptores medeia ações 

centrais hipotensivas e anti-arrítmicas do coração. Assim sendo, alguns efeitos 

da clonidina são mediados pelos IR e não pelos receptores α2 [80].  
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No presente estudo, os experimentos com cultura de órgãos (fêmur e 

tíbia) mostraram que o tratamento com T3 promoveu aumentos expressivos na 

expressão gênica da Ocn, tanto nas culturas provenientes de animais Selv 

quanto de animais KO. A Ocn é a proteína não colágena mais abundante da 

matriz óssea, sendo sintetizada e secretada por osteoblastos maduros durante 

a fase de formação óssea no processo de remodelamento ósseo. Parte da Ocn 

produzida pelos osteoblastos não é incorporada à matriz óssea e atinge a 

corrente sanguínea, onde pode ser quantificada e utilizada como um marcador 

bioquímico de formação óssea [81, 82]. Apesar da sua abundância na MEC do 

tecido ósseo, as funções da Ocn ainda não são claras. Ducy et al [83] 

observaram que camundongos com KO da Ocn (Ocn-/-) apresentam um 

fenótipo de alta massa óssea, o que sugere que ela atue como inibidora da 

formação óssea. Entretanto, este dado não foi reproduzido por outros [84, 85]. 

Estudos do grupo do Dr. Karsenty demostraram que a Ocn seria um hormônio 

que regula a secreção de insulina pelo pâncreas, a síntese de testosterona 

pelos testículos e a massa muscular [86-88]. Entretanto, esses achados 

também não foram reproduzidos em outros estudos [84, 85, 89]. Mais 

recentemente, viu-se que a Ocn regula a qualidade óssea ao alinhar os cristais 

de hidroxiapatita paralelamente às fibras de colágeno, o que contribui para a 

resistência óssea dos ossos longos ao estresse mecânico [85, 90]. 

Independentemente da função da Ocn, sabe-se que o HT estimula a sua 

expressão, tanto a nível transcricional quanto pós-transcricional [91-93]. Assim 

sendo, o efeito positivo do T3 sobre a expressão gênica da Ocn nas culturas de 

órgãos corrobora estudos anteriores. Um achado bastante interessante foi o de 

que a ativação dos receptores α2 adrenérgicos pelo UK bloqueou o efeito 

positivo do T3 sobre a expressão da Ocn, tanto nas culturas Selv quanto KO, 

sugerindo que há um crosstalk entre a via de sinalização dos receptores α2 

adrenérgicos com a via de sinalização do T3 localmente no osso. O fato do UK 

bloquear o efeito positivo da Ocn também nas culturas α2C-AR-/- sugere que a 

ativação do α2A-AR e/ou α2B-AR mediaram esse processo. 

Nós também avaliamos expressão gênica da OPG, que é um potente 

agente anti-osteoclastogênico [94]. A OPG compõe, juntamente com o RANK 

(receptor activator of nuclear factor-kappa B) e o seu ligante RANKL, o eixo 
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RANK/RANKL/OPG. Essas três proteínas são importantes fatores de 

acoplamento entre osteoblastos e osteoclastos. O RANKL é sintetizado por 

várias células, incluindo células da medula óssea e células da linhagem 

osteoblástica (osteoblastos, células de superfície e osteócitos). A interação do 

RANKL com o seu receptor, o RANK, presente na membrana das células 

precursoras de osteoclastos e nos osteoclastos maduros, induz, 

respectivamente, a osteoclastogênese e a atividade osteoclástica, o que resulta 

em aumento da reabsorção óssea [94, 95]. A OPG, também sintetizada pelas 

células da linhagem osteoblástica, é um receptor solúvel do RANKL. A ligação 

da OPG ao RANKL diminui a disponibilidade deste último para interagir com o 

RANK e, dessa forma, inibe a reabsorção óssea, pois limita a 

osteoclastogênese e atividade osteoclástica [94, 96]. Os dados do presente 

estudo mostraram que o T3 tendeu a reduzir a expressão da OPG nas culturas 

de órgãos dos animais Selv, enquanto que o T3 reduziu significativamente (em 

aproximadamente 60%) a expressão da OPG nas culturas provenientes dos 

animais KO. Esses achados parcialmente corroboram um estudo in vivo do 

nosso grupo, onde vimos que doses suprafisiológicas de T3 reduziram a 

expressão gênica de OPG no fêmur de animais selvagens [38]. Entretanto, 

nesse mesmo estudo in vivo, vimos que o T3 não foi capaz de reduzir a 

expressão da OPG no fêmur de camundongos com duplo KO do α2A-AR e 

α2C-AR, os camundongos α2A/α2C-AR-/-,  os quais mostraram-se resistentes à 

osteopenia induzida pela tireotoxicose [38]. Em outro estudo in vivo, 

observamos que doses suprafisiológicas de T3 por 30 dias reduziram a OPG 

no fêmur de camundongos Selv, mas não no fêmur de camundongos α2C-AR-/-

. Entretanto, após 90 dias de tratamento, o T3 reduziu a OPG nos animais Selv 

e α2C-AR-/-.  

No presente estudo, observamos, ainda, que o UK reduziu 

significativamente a expressão da OPG nas culturas de órgãos Selv e α2C-AR-

/-, e que esse efeito foi mais importante nas culturas KO, sugerindo a 

participação do α2A-AR e/ou α2B-AR nesse processo. Além disso, vimos que 

houve um efeito aditivo do UK e T3 quanto à inibição da OPG. Em conjunto, 

esses achados sugerem que a tireotoxicose e a estimulação do SNS podem 

promover aumento de reabsorção óssea através da inibição da expressão da 
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OPG. Nas culturas primárias de osteoblastos, observamos que o tratamento 

com T3 em dose suprafisiológica (10-8 M) diminuiu o crescimento celular nas 

culturas provenientes de camundongos Selv, o que corrobora estudos in vitro 

anteriores que demonstraram que o T3 diminui a proliferação osteoblástica, ao 

mesmo tempo em que promove a diferenciação dessas células [19, 20, 97]. 

Este efeito também foi observado nas células KO, porém de maneira mais 

intensa do que nas células Selv. O UK também diminuiu o crescimento celular 

nas culturas Selv e KO, entretanto, o seu efeito também foi mais potente nas 

células α2C-AR-/-. Esses achados sugerem que não só o α2C-AR, mas que 

também o α2A-AR e/ou α2B-AR medeiam o efeito negativo do UK no 

crescimento celular. Além disso, o efeito inibitório do UK sobre o crescimento 

celular foi mais importante do que o do T3, especialmente nas culturas α2C-AR-

/-, que sugere que a ação local do SNS seja relevante e mediada por receptores 

α2.  

Vimos, ainda, que o T3 intensificou o efeito negativo do UK e vice-versa 

nas células α2C-AR-/-, o que sugere, mais uma vez, um crosstalk local entre a 

via de sinalização do α2A-AR e/ou α2B-AR com a via de sinalização do T3. A 

ação negativa do UK, limitando o crescimento osteoblástico, em ambas as 

linhagens sugere que a ativação da via de sinalização α2-AR é anti-anabólica. 

Esses achados vão de encontro com o estudo de Limonard et al. [98], que 

demonstra que a clonidina (agonista α2 adrenérgico) causa um desbalanço 

ósseo em humanos, com predomínio da reabsorção óssea. 

A diferenciação osteoblástica é um processo biológico complexo e 

fundamental. A medida em que os osteoblastos se diferenciam, eles sintetizam 

a matriz óssea e comandam a sua mineralização. Esse processo pode ser 

observado em culturas de células da linhagem osteoblástica, cultivadas em 

meio de diferenciação celular (com ácido ascórbico e β-glicerolfosfato), através 

da identificação de nódulos de mineralização por coloração com vermelho de 

alizarina [76, 93, 99]. A avaliação qualitativa e quantitativa desses nódulos em 

células de animais KO mostrou um efeito positivo do T3 na formação dos 

nódulos de mineralização no 21º dia de cultura (e tratamento), o que corrobora 

estudos anteriores que mostram que o HT promove a diferenciação 

osteoblástica [93, 100, 101]. Por outro lado, o tratamento com UK inibiu a 
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formação dos nódulos de mineralização. Além disso, o UK visivelmente 

bloqueou o efeito positivo do T3 na formação dos nódulos de mineralização e, 

portanto, na diferenciação osteoblástica. Esses achados evidenciam que há 

uma interação local nos osteoblastos, entre o T3 e a via de sinalização dos 

adrenoceptores α2 para regular a diferenciação dos osteoblastos. 

Nas culturas primárias de osteoblastos, o efeito do T3 e UK sobre a 

expressão da Ocn praticamente reproduziu o que foi observado nas culturas de 

órgãos. Assim sendo, o T3 estimulou a expressão da Ocn, enquanto que o UK 

bloqueou esse efeito positivo do T3. Esse achado reforça a hipótese de que há 

um crosstalk entre o T3 e a via de sinalização α2-AR para regular a 

diferenciação osteoblástica. 

A análise da expressão gênica da OPG nas culturas primárias de 

osteoblastos também praticamente reproduziu o que foi observado nas culturas 

de órgãos. Ou seja, o tratamento com T3 ou UK reduziu a expressão da OPG 

nas células Selv e UK, reforçando a hipótese de que a tireotoxicose e a 

estimulação do SNS podem promover aumento de reabsorção óssea através 

da inibição da expressão da OPG. 

Em sumário, vimos que a ativação dos receptores α2 adrenérgicos pelo 

UK inibe o crescimento das células osteoblásticas de maneira mais importante 

do que o T3, inibe a formação de nódulos de mineralização, reduz a expressão 

de OPG e bloqueia o efeito positivo do T3 sobre a expressão da Ocn e sobre a 

formação dos nódulos de mineralização. Com esses achados, podemos 

concluir que o SNS tem ações diretas e osteopênicas no tecido ósseo e, mais 

especificamente, nos osteoblastos, mediadas por receptores α2 adrenérgicos. 

Além disso, esses achados fortalecem a hipótese de que há um crosstalk entre 

a via de sinalização dos receptores α2 adrenérgicos com a via de sinalização 

do T3 localmente em osteoblastos para regular o crescimento e diferenciação 

osteoblástica. 
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