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Efeito da triiodotironina na expressão 
das proteínas ósseas durante a 
diferenciação osteogênica de 
células-tronco mesenquimais
Effect of triiodothyronine on the bone proteins expression during 
osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells
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RESUMO
Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da T3 na expressão da osteocalcina, osteo­
pontina e colágeno I durante a diferenciação osteogênica das células-tronco mesenquimais 
(CTM). Materiais e métodos: As células da medula óssea de ratas Wistar jovens foram extraí­
das, cultivadas e separadas em cinco grupos: controle (indiferenciado), diferenciado (estímulo 
osteogênico) e diferenciado com T3 (10-3 nM, 10-2 nM e 100 nM). Para cada grupo, foram culti­
vadas quatro amostras que foram analisadas por RT-PCR tempo real aos 7, 14 e 21 dias, para 
quantificação dos transcritos gênicos para osteocalcina, osteopontina e colágeno I. Resultados: 
Todos os grupos diferenciados sem T3 ou com T3 independentemente da concentração apre­
sentaram expressão de colágeno I significativamente menor e expressão de osteocalcina e os­
teopontina significativamente maior em comparação a das CTM indiferenciadas. Mas o grupo 
T3 100 nM apresentou concentração de osteocalcina mais elevada e semelhante à da cultura de 
osteoblastos. Conclusão: Conclui-se que a triiodotironina não altera a expressão de osteoponti­
na e de colágeno pelas CTM, mas aumenta a expressão da osteocalcina durante a diferenciação 
osteogênica in vitro, sendo esse efeito dose-dependente. Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55(5):339-44

Descritores
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ABSTRACT
Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of T3 on the expression of osteocal­
cin, osteopontin and collagen I during osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells 
(MSC). Materials and methods: The bone marrow cells of Wistar rats with 30 days of age were 
extracted, cultured and separated into five groups: control (undifferentiated), differentiated (os­
teogenic stimulus) and differentiated with T3 (10-3 nM, 10-2 nM and 100 nM). For each group, 
four samples were cultured and were analyzed by real time RT-PCR at 7, 14 and 21 days for 
quantification of gene transcripts for osteocalcin, osteopontin and collagen I. Results: All the 
different groups without T3 or with T3 regardless of the concentration, showed the collagen I 
expression significantly lower expression, and osteocalcin and osteopontin expression signi­
ficantly greater than that of undifferentiated MSC. Nevertheless, the group T3 100 nM showed 
higher expression of osteocalcin and a similar expression of the osteoblast culture. Conclusion: 
In conclusion, the triiodothyronine does not affect the expression of osteopontin and collagen 
I, but increases ostecalcin expression during osteogenic differentiation in vitro of the MSC, and 
this effect is dose-dependent. Arq Bras Endocrinol Metab. 2011;55(5):339-44
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Efeito da T3 na célula-tronco mesenquimal

INTRODUÇÃO 

Durante o processo de diferenciação das células os-
teoprogenitoras, que são células mais evoluídas 

que as células-tronco, a expressão de colágeno I, fos-
fatase alcalina, osteonectina, sialoproteína óssea, osteo-
calcina e osteopontina é identificada como um marca-
dor do estágio de diferenciação osteogênica (1).

A osteopontina, por estar presente nas periferias da 
matriz óssea neoformada, é importante iniciadora do 
processo de mineralização óssea, sendo, portanto, um 
marcador precoce da diferenciação osteogênica, tam-
bém prevenindo a precipitação prematura dos cristais 
de fosfato de cálcio na matriz colagênica. Já a osteocal-
cina é encontrada mais tardiamente no processo de di-
ferenciação celular, sendo importante na progressão da 
mineralização (2) e no controle da formação dos cristais 
de hidroxiapatita (3). 

A triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4) estimulam 
a expressão de genes nos osteoblastos para a produção 
principalmente de osteocalcina (4-6) e colágeno (7), 
importantes para a síntese e mineralização da matriz 
óssea (8). No entanto, não há pesquisas sobre a in-
fluência de T3 e T4 na expressão de mRNA para as 
proteínas da matriz óssea durante o processo de di-
ferenciação osteogênica das células-tronco mesenqui-
mais (CTM). 

Inúmeras pesquisas já demonstraram o efeito in 
vitro dos hormônios tireoidianos sobre a atividade 
de síntese dos osteoblastos (4,6,9-11). Mas, por ser 
o osteoblasto uma célula que deriva da diferenciação 
osteogênica das CTM da medula óssea, nossa hipótese 
é de que os hormônios tireoidianos possam estimular 
a diferenciação osteogênica in vitro das CTM por au-
mentar a expressão de mRNA para as proteínas da ma-
triz óssea. O efeito da T3 na diferenciação osteogênica 
das CTM somente foi pesquisado recentemente, mas 
sem, no entanto, estudar o efeito desse hormônio na 
expressão das proteínas responsáveis pela mineraliza-
ção da matriz óssea (12). 

A importância de se estudar estratégias, como o uso 
de T3, para tentar aumentar in vitro a diferenciação os-
teogênica das CTM, antes de sua inoculação para o tra-
tamento de doenças ou defeitos ósseos, tem a intenção 
de maximizar os efeitos da terapia celular. Por isso, o 
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes 
doses de T3 na expressão de mRNA para as proteínas 
não colagênicas e colagênicas da matriz óssea durante a 
diferenciação osteogênica in vitro das CTM.

MATERIAIS E MÉTODOS 

Extração e cultivo das CTM

A extração e o cultivo de células-tronco foram realiza-
dos de acordo com protocolos já padronizados e pre-
viamente publicados (12,13). Foram utilizadas CTM 
de oito ratas Wistar com 30 dias de idade que foram 
eutanasiadas por punção cardíaca, após anestesia, sen-
do esse procedimento aprovado pelo Comitê de Ética 
em Experimentação Animal da UFMG (protocolo nº 
134/2008). Os ossos longos (fêmur e tíbia bilaterais) 
foram dissecados de tecidos musculares e conectivos 
adjacentes e as epífises foram retiradas, de forma as-
séptica, para obtenção da medula óssea da diáfise. No 
fluxo laminar, a medula óssea foi lavada com Dulbecco’s 
Modified Eagle Médium (DMEM − Gibco, Grand Is-
land, NY, USA) enriquecido com gentamicina, peni-
cilina (10.000 mg/mL), estreptomicina (1.000 mg/mL) 
e anfotericina (25 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA). Após centrifugação por 10 minutos a 
1.400 rpm, as células foram cultivadas em garrafas T75 
contendo DMEM enriquecido com antibióticos e anti-
micóticos e 10% de soro fetal bovino em estufa a 37oC 
e 5% de CO2. Após 24 horas, as células foram lavadas 
com PBS (solução tampão de fosfato padrão) para re-
moção das células não aderidas. O meio de cultivo foi 
trocado duas vezes por semana. Após quatro repiques e 
até que se obtivesse a confluência de 80% a 90% das cé-
lulas, realizou-se a caracterização fenotípica das células 
por citometria de fluxo.

Caracterização fenotípica das CTM

Para a realização da caracterização fenotípica, as células 
foram tripsinizadas, contadas em câmara de Neubauer 
e distribuídas em placas de 96 poços com concentração 
de 1x106 células/poço. Em seguida, foram centrifuga-
das por 10 minutos a 1.400 rpm e 10ºC e incubadas 
com anticorpo primário (1:50) por 30 minutos a 4ºC. 
As células foram lavadas com PBS 0,15M, centrifugadas 
por 10 minutos a 1.400 rpm e 10ºC e incubadas com 
anticorpo secundário (1:200) por 30 minutos a 4ºC. 
As células foram lavadas novamente com PBS 0,15M, 
centrifugadas por 10 minutos a 1.400 rpm e 10ºC e fi-
xadas em formaldeído a 4%. A leitura e as análises foram 
realizadas em um citômetro de fluxo FACScan (Flu-
orescence Activated Cell Analyser) (Becton Dickinson 
Immunocytometry, San Jose, CA, USA) empregando o 
software Cell Quest (The Cell QuestTM Software, Becton 
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Dickinson Dicknson Immunocytometry Systems, San 
Jose, CA, USA), com aquisição de 20.000 eventos, ten-
do como parâmetros FSC (Forward scatter) e SSC (Side 
scatter) em escala linear e FL1 (fluorescência relativa) 
em escala logarítmica que detecta luz de comprimento 
de onda de 530 nm, que corresponde a fluorescência 
verde, para análises pelo programa WinMDI por gráfi-
cos de dot plot e histogramas. Os anticorpos primários 
utilizados foram: anti-CD45, anti-CD90, anti-CD73 e 
anti-CD54 (BD Biosciences, San Jose, CA USA).

Diferenciação osteogênica das CTM e quantificação 
relativa da expressão das proteínas ósseas 

Após o cultivo em DMEM, quatro passagens e obten-
ção de confluência de 80% a 90% das células, o meio 
foi substituído por meio osteogênico enriquecido com 
ácido ascórbico (50 mg/mL), ß-glicerofosfato (10 mM) 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e dexametasona 
(0,1 mM), acrescido de 10% de soro fetal bovino. As cé-
lulas foram mantidas em estufa a 37oC e 5% de CO2. As 
células foram cultivadas, em quadruplicata, em garrafas 
T25 com diferentes doses de 3,3’,5-triiodo-L-tironina 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100, 10-2 e 10-3 

nM, em três períodos de tempo (7, 14 e 21 dias). As 
doses de T3 foram estabelecidas conforme estudo an-
terior (12). Assim, foram constituídos quatro grupos: 
1) 100 nM de T3, 2) 10-2 nM de T3, 3) 10-3 nM de T3 
e 4) controle (sem T3). As CTM de cada grupo foram 
cultivadas por sete, 14 e 21 dias. Como controle posi-
tivo, foram utilizados osteoblastos extraídos da calvária 
de ratos neonatos e cultivados em Rosewell Park Memo-
rial Institute medium (RPMI − Gibco, Grand Island, 
NY, USA) de acordo com protocolos preestabelecidos 
(14,15).

A quantificação relativa da expressão de colágeno I, 
osteocalcina e osteopontina foi realizada pela técnica de 
RT-PCR em tempo real. A extração do RNA total das cé-
lulas foi feita em quatro garrafas T25 por grupo pelo uso 
do Trizol (Invitrogen, USA) conforme instruções do fa-
bricante. A concentração de RNA de cada grupo foi de-
terminada pela leitura da absorbância a 260/280 nm por 
espectrofotometria. Foram realizadas as reações de trans-
crição reversa utilizando-se Kit comercial (SuperScriptTM 
III Platinum® Two-Step qRT-PCR Kit with SYBR Gre-
en, Invitrogen, CA, USA), sendo que se utilizou 1 µg de 
RNA total para a síntese de cDNA com um volume final 
de 20 µL. Realizaram-se ainda as reações de RT-PCR em 
tempo real utilizando-se 2 µg de cDNA, 5 pM de cada 
iniciador e 12,5 µL do reagente syber Green em um vo-

lume final de 25 µL de reação, no aparelho SmartCycler 
System (SmartCycler® System, Cepheid, Sunnyvale, CA, 
USA). Os parâmetros utilizados para amplificação foram: 
50°C por 120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45 ci-
clos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. 
Os iniciadores foram delineados com base na sequência do 
mRNA rattus norvergicus e foram os seguintes: osteocalci-
na (Oc) foward-5’CATCTATGGCACCACCGTTT3’, re-
verse-5’AGAGAGAGGGAACAGGGAGG3’; osteopontina  
(Osp) foward-5’ATCTCACCATTCCG ATGAATCT3’, re-
verse-5’TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA3’; colágeno 
I (Col1) foward-5’GCAAGGTGTTGTGCGATGACG3’, 
reverse-5’GGGAGACCACGAGGAC CAGAG3’ e Gapdh 
foward-5’CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA3’, 
reverse-5’GGCATGGACTGTGGTCATGA3’. A expres-
são gênica foi calculada usando o método 2-∆∆CT, em que 
os resultados obtidos para cada grupo foram comparados 
quantitativamente após a normalização baseada na expres-
são de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 
rattus norvergicus.

O delineamento foi inteiramente ao acaso com fa-
torial 4x3 (quatro grupos e três períodos). Realizou-
-se análise de variância (ANOVA) e, para cada variável, 
foram determinados a média e o desvio-padrão. As al-
terações na expressão medidas pelo RT-PCR em tempo 
real foram comparadas pelo teste de Student Newman-
-Keuls (SNK) pós-transformação logarítmica dos da-
dos. Diferenças foram consideradas significativas se p 
< 0,05.

RESULTADOS

As células da medula óssea das ratas apresentaram ex-
pressão de CD45, CD90, CD73 e CD54 em 3,06%, 
86,77%, 93,99% e 95,10% das células, respectivamente 
(Figura 1). 

Todos os grupos de CTM diferenciadas sem T3 ou 
com T3 independentemente da concentração apresen-
taram expressão de colágeno I significativamente menor 
em comparação ao das CTM indiferenciadas (Figura 2). 

No entanto, a expressão de osteopontina e osteocal-
cina pelas CTM diferenciadas sempre foi significativa-
mente maior em comparação a das CTM indiferencia-
das, o que comprova a diferenciação osteogênica, uma 
vez que o osteoblasto também apresenta maior expres-
são dessas proteínas em relação às células indiferencia-
das (Figuras 3 e 4).

A expressão de osteopontina nas CTM diferenciadas 
(com ou sem T3) foi bem mais elevada que a dos osteo-
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Figura 1. Análise da expressão de CD45, CD54, CD73 e CD90 em CTM da medula óssea de ratas cultivadas em DMEM por citometria de fluxo após quatro 
repiques e confluência de 80% a 90% para caracterização fenotípica. Os histogramas demonstram a escala de fluorescência no eixo x considerada positiva 
quando o pico de células está acima de 101. O pico preto vazio corresponde às células-tronco não marcadas (controle negativo). O pico cinza preenchido 
corresponde às células-tronco marcadas com anticorpos fluorescentes.

Figura 2. Quantificação relativa (média ± desvio-padrão) dos transcritos 
gênicos para colágeno I em culturas de CTM nos grupos de células-tronco 
mesenquimais indiferenciadas e diferenciadas sem triiodotironina (T3) ou 
com diferentes concentrações de T3 aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação. 
Os dados estão expressos em relação ao osteoblasto (linha tracejada). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre grupos 
dentro de cada período (p < 0,05).

Figura 3. Quantificação relativa (média ± desvio-padrão) dos transcritos 
gênicos para osteopontina em culturas de CTM nos grupos de células-
tronco mesenquimais indiferenciadas e diferenciadas sem triiodotironina 
(T3) ou com diferentes concentrações de T3 aos 7, 14 e 21 dias de 
diferenciação. Os dados estão expressos em relação ao osteoblasto (linha 
tracejada). Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas 
entre grupos dentro de cada período (p < 0,05).

blastos em todos os períodos estudados. Mas a expres-
são de osteopontina não sofreu alteração significativa 
com o tratamento hormonal (Figura 3).

No entanto, a expressão de osteocalcina, embora 
mais elevada nas CTM diferenciadas em relação às CTM 

indiferenciadas, sempre foi menor que a do osteoblasto 
com exceção das CTM que foram tratadas com T3 na 
concentração de 100 nM que apresentaram expressão de 
osteocalcina significativamente mais elevada aos 21 dias, 
igualando-se a expressão dos osteoblastos (Figura 4).
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teocalcina aos 21 dias a ponto de igualá-la à expressão 
dos osteoblastos. Boeloni e cols. (12) observaram que 
todas as doses utilizadas neste estudo elevaram significa-
tivamente a síntese de nódulos de mineralização quando 
comparada a cultura de CTM não tratada com T3, mas 
sem, no entanto, mencionar seu efeito sobre a expres-
são das proteínas ósseas não colagênicas. Pode-se afirmar 
que a adição de T3 em culturas de CTM é eficiente para 
incrementar a diferenciação osteogênica e que a adição 
de 100 nM de T3 é a melhor escolha para o cultivo antes 
do uso da CTM em defeitos ou doenças ósseas, pois, 
além de aumentar o número de nódulos de mineraliza-
ção (12), aumenta também a expressão de osteocalcina. 
Possivelmente, o aumento do número de nódulos de 
mineralização observados por Boeloni e cols. (12) seja 
decorrente desse aumento da osteocalcina, uma vez que 
essa proteína é considerada a mais importante no pro-
cesso de mineralização e é encontrada mais tardiamente 
no processo de diferenciação osteogênica (2). Semelhan-
temente ao observado neste estudo com CTM, a T3 
também estimula a expressão de genes para a produção 
principalmente de osteocalcina em osteoblastos (4-6).

Embora grande parte da matriz óssea seja constituí
da por colágeno I, na cultura de CTM diferenciadas, 
grande parte dessa matriz colagênica encontra-se mine-
ralizada e por isso a expressão de colágeno I foi maior 
nas CTM indiferenciadas quando comparada a cultura 
das CTM diferenciadas, independentemente do trata-
mento hormonal. A expressão de colágeno na cultura 
de osteoblastos, que se apresenta totalmente diferencia-
da, também foi menor aos sete e 21 dias em comparação 
a das CTM indiferenciadas, o que reforça ainda mais 
essa assertiva. Mas, além disso, a expressão de colágeno I 
também diminui com a diferenciação das CTM (23).

Conclui-se que a triiodotironina não altera a ex-
pressão de osteopontina e de colágeno I nas CTM da 
medula óssea, mas aumenta a expressão da osteocalcina 
durante a diferenciação osteogênica in vitro, sendo esse 
efeito dose-dependente.
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DISCUSSÃO 

A caracterização fenotípica das células antes da dife-
renciação é fundamental para informar sobre o grau de 
pureza da cultura, pois a medula óssea pode apresentar 
CTM, células hematopoéticas (16,17) e fibroblastos 
(18). As células hematopoéticas expressam, entre ou-
tras moléculas, CD45 (17), que também pode ser ex-
pressa em fibroblastos (18). A molécula CD73 pode ser 
expressa tanto em fibroblastos (17) quanto em CTM 
(18). Mas as moléculas CD90 e CD54 expressas em 
mais de 90% das células deste estudo são expressas nas 
CTM, não sendo expressas em fibroblastos e em células 
hematopoéticas (17,19,20). O resultado da caracteri-
zação fenotípica das células deste estudo está de acordo 
com as características de CTM propostas pelo Mesen-
chymal and Tissue Stem Cell Committee of the Interna-
tional Society for Cellular Therapy (21).

Proteínas não colagênicas como a osteopontina e a 
osteocalcina, entre outras, apresentam papel importante 
na diferenciação osteogênica e na atividade das células ós-
seas, bem como na maturação e mineralização da matriz 
óssea (22). Tanto a expressão de osteopontina quanto 
a de osteocalcina foram significativamente mais elevadas 
nas CTM diferenciadas em relação às CTM indiferencia-
das, o que confirma a diferenciação osteogênica, além 
da produção de nódulos de mineralização que somente 
foi observada na cultura das CTM diferenciadas (dados 
não demonstrados). Neste estudo, embora a expressão 
de osteopontina não tenha se alterado com o tratamen-
to hormonal, o tratamento com T3 na concentração de 
100 nM elevou significativamente a concentração de os-
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