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Efeito in vitro da triiodotironina sob

o potencial osteogénico reduzido

de células-tronco mesenquimais

do tecido adiposo de ratas
ovariectomizadas e com osteoporose

In vitro effects of friiodothyronine on the reduced osteogenic
potential of adipose tissue derived mesenchymal stem cells
from of ovariectomized rats and with osteoporosis

Jankerle Neves Boeloni', Natalia Melo Ocarino’,
Alfredo Miranda Goes!, Rogéria Serakides’

RESUMO

Avaliar se a triiodotironina (T3) aumenta a diferenciacdo osteogénica das células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas adultas ovariectomizadas e com osteoporose e
compara-lo ao de ratas adultas e jovens sem osteoporose. CTM-TA foram cul-
tivadas em meio osteogénico e distribuidas em sete grupos: 1) CTM-TA de ratas jovens sem osteo-
porose; 2) CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose; 3) CTM-TA de ratas adultas com osteoporose e
4,5, 6 e 7) CTM-TA de ratas adultas com osteoporose tratadas comT3 (0,01 nM, 1 nM, 100 nM e 1.000
nM). Avaliaram-se: atividade da fosfatase alcalina, conversao do dimetiltiazol (MTT), porcentagem
de nddulos de mineralizagao, celularidade e quantificacao de transcriptos génicos para colageno |,
osteocalcina, osteopontina e Bmp-2. Independente da dose, T3 reduziu a conversao do
MTT, a atividade da fosfatase, a porcentagem de células e a expressao de colageno | em pelo menos
uma das doses e dos periodos estudados (p < 0,05). Mas o tratamento com T3 nao alterou o nimero
de nodulos de mineralizacao e a expressao de osteopontina e Bmp-2 em culturas de CTM-TA de
ratas adultas com osteoporose (p > 0,05). T3 apresenta efeitos negativos sobre alguns
fatores envolvidos na diferenciacao osteogénica de CTM-TA, sem, no entanto, reduzir a formagao
de nodulos de mineralizacéo e a expressao de proteinas dsseas. Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57(2):98-111
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ABSTRACT

To examine if triiodothyronine (T3) increases osteogenic differentiation adipose tissue
derived stem cells (ASCs) from ovariectomized adult rats with osteoporosis compared with young
rats and adult rats without osteoporosis. The ASCs were cultured in os-
teogenic medium and distributed into seven groups: 1) ASCs of young rats without osteoporosis;
2) ASCs of adult rats without osteoporosis; 3) ASCs of adult rats with osteoporosis and 4, 5, 6 and
7) ASCs of adult rats with osteoporosis treated with T3 (0.01 nM, 1 nM, 100 nM and 1,000 nM). We
analyzed alkaline phosphatase activity, dimethylthiazol (MTT) conversion, percentage of minera-
lized nodules, cellularity and quantification of gene transcripts for collagen |, osteocalcin,
osteopontin and Bmp-2. Regardless of the dose, T3 reduced the MTT conversion, alkaline
phosphatase activity, percentage of cells and the expression of collagen | in at least one of the doses
and periods studied (p < 0.05). But, the treatment withT3 does not modify the number of mineralized
nodules and the expression of osteopontin and Bmp-2in culture of ASCs from adult rats with osteo-
porosis (p > 0.05). T3 has a negative effect on some factors involved in osteogenic diffe-
rentiation of ASCs from adult rats with osteoporosis, without; however, reduce the formation of
mineralized nodules and the expression of bone proteins. ArqBras Endocrinol Metab. 2013;57(2):98-111
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INTRODUGAO

tecido adiposo fornece uma fonte rica e acessivel

de células-tronco mesenquimais (CTM-TA) e
por isso pode apresentar enorme potencial para terapia
autdloga de varias doengas degenerativas. A perda do
potencial osteogénico das CTM-TA, em decorréncia
de alguns fatores inerentes ao doador, como idade ¢
doenga, ainda é muito controversa e precisa ser mais
bem elucidada. As CTM-TA, tanto do tecido subcuti-
neo quanto da cavidade abdominal (visceral), tem sido
alvo de diversas pesquisas, inclusive no que concerne ao
implante destas em defeitos dsseos (1-4). Essas células,
a semelhanga das CTM da medula 6ssea (CTM-MO),
também podem se diferenciar em varios tipos celulares
(5,6) como em células da linhagem adipogénica, mio-
génica, condrogénica e osteogénica (5,7).

A diferenciacio osteogénica das CTM-TA ¢ influen-
ciada por diversos fatores como estrogeno (8.,9), vita-
mina D (10), acido retinoico (10-12), BMP-2 (11-13),
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)
(14), fator de crescimento de transformagio f§ (TGEF-f)
(15), oncostatina M (16) e pelo estimulo mecénico
(17). O efeito positivo da T3 na diferencia¢io osteoge-
nica tem sido pesquisado nas CTM-MO de ratas jovens
e saudaveis (18). Em CTM do tecido adiposo, tanto
subcutidneo quanto visceral, foi comprovada a presenca
de receptores para os hormonios tireoidianos (19). Mas
o que se sabe ¢ que a tiroxina (T4) aumenta a sintese de
IGF em culturas de CTM-TA de suinos, favorecendo
a adipogénese (20). O efeito da T3 na diferenciacio
osteogénica das CTM-TA ainda ndo é conhecido.

Pelo fato de a diferencia¢io osteogénica da ser tam-
bém influenciada positivamente pelo estrogeno (8),
postulou-se, no presente estudo, que as CTM-TA de
ratas ovariectomizadas apresentam redugido da diferen-
ciagdo osteogénica, o que limitaria o uso dessa fonte de
célula no tratamento da osteoporose. Por isso, o obje-
tivo inicial deste estudo foi verificar se as CTM-TA de
ratas ovariectomizadas e com osteoporose apresentam
redugio do potencial osteogénico e estudar o efeito
de diferentes doses da T3 na diferenciagdo osteogénica
dessas células.

MATERIAIS E METODOS

Ovariectomia e inducao da osteoporose

Foram utilizadas 12 ratas Wistar com dois meses de ida-
de alojadas em caixas plasticas, numa proporgio de seis
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ratas/caixa, recebendo ra¢io comercial (1,4% de calcio,
0,60% de tosforo e 22% de proteina) e dgua ad Libitum.
As ratas foram mantidas em um regime de 12 horas de
luz e 12 horas no escuro e foram separadas inicialmente
em dois grupos, sendo um grupo nio ovariectomizado
(normal, n = 6) e um grupo ovariectomizado (OVX,
n = 6). As ratas do grupo ovariectomizado foram sub-
metidas a ovariectomia bilateral sob anestesia geral (as-
socia¢io de 40 mg/kg de quetamina com 10 g/kg de
xilazina). A remogdo dos ovirios foi feita por duas inci-
soes laterodorsais de aproximadamente um centimetro
de extensio na regiio abdominal com exteriorizagio
das gbnadas, ligadura dos cornos uterinos ¢ posterior
sutura da parede abdominal e da pele com fio categute
e sutura padrio em ponto simples separado. Todos os
procedimentos descritos a seguir foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (protocolo
n° 134,/2008).

Trés meses apds a ovariectomia, tempo suficiente
para a indugio da osteoporose (21) que foi comprova-
da pela andlise histomorfométrica (dados ndo demons-
trados), os animais foram submetidos a eutandsia com
sobredose de anestesia (associagio de 40 mg/kg de
quetamina com 10 g/kg de xilazina). O tecido adiposo
visceral (omento) foi colhido para extra¢io e determi-
na¢io do potencial osteogénico das CTM.

Extracao e cultivo de células-tronco mesenquimais
do tecido adiposo visceral

A extra¢do das CTM-TA foi realizada conforme pro-
tocolos ja estabelecidos (7,22). Foi colhido, asseptica-
mente, o tecido adiposo visceral de ratas adultas com
e sem osteoporose ¢ de ratas jovens saudiveis. No
fluxo laminar, inicialmente, realizaram-se a remog¢io
dos pelos ¢ a antissepsia na pele da regido abdominal
ventral com posterior laparotomia para colheita do te-
cido adiposo abdominal. O tecido adiposo foi colhi-
do em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
enriquecido com gentamicina (60 pg/L), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 ng/mL) e anfoteri-
cina (25 pg/L) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Em seguida, o tecido, cortado em pequenos fragmen- =
tos, foi transferido para um tubo com colagenase 0,15% -
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida em PBS
(solugio tampio de fosfato padrio) 0,15 M ¢ incubado -
por 60 minutos a 37°C ¢ 5% de CO,, agitando-o de
15 em 15 minutos. Apds a incubagio, a colagenase foi -
inativada pela adi¢gio de DMEM com 10% SFB (soro &
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fetal bovino — LGC Biotecnologia, Sio Paulo, Brasil).
Posteriormente, fez-se a centrifugagio por 10 minutos
a 1.400 g, obtendo-se trés fases: gordura, hemdceas e
outras células sanguineas ¢ precipitado (fase estromal).
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi res-
suspenso em DMEM enriquecido com antibidticos e
antimicéticos mais 10% SFB e cultivado em garrafas
T75 em estufa a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo
foi trocado duas vezes por semana. Apés quatro repi-
ques ¢ até que se obteve a confluéncia de 80% a 90%
das células, foi realizada a caracteriza¢io fenotipica das
CTM-TA por citometria de fluxo.

As CTM-TA das ratas adultas (5 meses de idade)
com ¢ sem osteoporose ¢ das ratas jovens (1 més de
idade) foram cultivadas em meio de indiferenciagdo
(DMEM) e de diferencia¢io osteogénico, descrito a
frente, acrescido ou nio de 3,3’,5-triiodo-L-tironina
(T3 - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), depen-
dendo do grupo. Foram constituidos sete grupos
experimentais de CTM-TA cultivadas em meio oste-
ogénico: 1) CTM-TA de ratas jovens sem osteoporo-
se; 2) CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose; 3)
CTM-TA de ratas adultas com osteoporose sem T3;
4) CTM-TA de ratas adultas com osteoporose tratadas
com T3 (0,01 nM); 5) CTM-TA de ratas adultas com
osteoporose tratadas com T3 (1 nM); 6) CTM-TA de
ratas adultas com osteoporose tratadas com T3 (100
nM) e 7) CTM-TA de ratas adultas com osteoporose
tratadas com T3 (1.000 nM). Foram avaliados: ativi-
dade da fosfatase alcalina, conversio do substrato di-
metiltiazol (MTT) em cristais de formazan, expressio
de coldgeno I, osteocalcina, osteopontina e de Bmp-2,
por RT-PCR em tempo real, e nimero de nédulos de
mineralizagdo aos sete, 14 e 21 dias de diferencia¢do
e celularidade aos 21 dias de diferenciagdo. Todos os
ensaios #n pitro foram realizados com seis repeti¢oes
em cada grupo e em cada periodo como descrito deta-
lhadamente a seguir.

Caracterizacao fenotipica das células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo visceral

Apds o cultivo em garrafas T75 das CTM-TA em
DMEM por quatro passagens ¢ obten¢io de confluén-
cia de 80% a 90%, as células das ratas jovens e adultas
com ¢ sem osteoporose foram tripsinizadas, contadas
em cAmara de Neubauer e distribuidas em placas de
96 pogos com fundo redondo (TPP — Techno Plastic
Products in Trasadingen, Switzerland, Germany) com
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concentragio de 1 x 10° células/poco, sendo um pogo
para cada anticorpo e um pog¢o para o controle sem
marcag¢io para cada grupo experimental. Esse ensaio foi
realizado em duplicata. Posteriormente, foi realizada
a centrifuga¢do da placa por 10 minutos a 1.400 g e
10°C, seguida da retirada do sobrenadante (DMEM) ¢
adi¢io de 2 pL do anticorpo primério e 20 pL. de PBS
0,15 M /pocgo. A placa foi agitada em vértex e incubada
por 30 minutos a 4°C. Adicionaram-se 150 pL de PBS
0,15 M/poc¢o para lavagem e a placa foi novamente
agitada em voértex. A placa foi, entdo, centrifugada por
10 minutos a 1.400 g e 10°C, seguida da retirada do
sobrenadante ¢ de nova lavagem com 150 pL de PBS
0,15 M /pogo, agitacio em vortex e centrifuga¢io por
10 minutos a 1.400 g e 10°C. Adicionou-se o anticorpo
secunddrio (Alexa Flaor 488, Molecular Probes, Ore-
gon, USA) com dilui¢do de 1:200. A placa foi envolta
por papel aluminio e incubada por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, adicionaram-se 150 pL de PBS 0,15
M/pogo para lavagem e agitagdo em vortex. A placa foi
centrifugada por 10 minutos a 1.400 g e 10°C, seguida
da retirada do sobrenadante, de nova lavagem com 150
pL de PBS 0,15 M /pogo e centrifugagio por 10 minu-
tos a 1.400 g e 10°C. Ap6s a centrifugagio, as células
foram ressuspensas em 100 uL. de PBS 0,15 M e 100 uL
de formaldeido a 4%. A leitura e as andlises foram reali-
zadas em um citometro de fluxo FACScan ( Fluorescence
Activated Cell Analyser — FACScan, Becton Dicknson
Immunocytometry, San Jose, CA, USA) empregando o
software Cell Quest (The Cell QuestTM Software, Bec-
ton Dickinson Dicknson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA), com aquisi¢io de 20.000 eventos,
tendo como parametros FSC (Forward scatter) e SSC
(Side scatter) em escala linear e FL1 (fluorescéncia rela-
tiva) em escala logaritmica que detecta luz de compri-
mento de onda de 530 nm, que corresponde a fluores-
céncia verde, para andlises pelo programa WinMDI por
grificos de dot plot e histogramas (23). Os anticorpos
primdrios utilizados foram: anti-CD45 (clone 69 mon-
se), anti-CD54 (clone 1A29 mouse), anti-CD73 (clone
5 E/B9 mouse) ¢ anti-CD90 (clone Ox-7 mouse) (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Extracdo e cultivo de osteoblastos

A extragdo de osteoblastos da calvéria foi realizada con-
forme protocolo ja estabelecido (24). A calvaria de ra-
tos Wistar neonatos com dois dias de idade foi colhida
assepticamente em fluxo laminar, para obtengio dos os-
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teoblastos. Inicialmente, realizou-se antissepsia da pele
que recobre a cabega, seguida do corte e colheita dos
ossos frontais e parietais. Os fragmentos foram lavados
em PBS, recortados em fragmentos pequenos e incu-
bados em tripsina 1% por 15 minutos e posteriormente
em colagenase 0,25% (Type I, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) diluida em PBS 0,15M por 60 minutos a
37°C e 5% de CO,. As células foram lavadas com PBS
¢, apos centrifuga¢io por 10 minutos a 1.400 g, foram
cultivadas em garrafas T75 (TPP — Techno Plastic Pro-
ducts in Trasadingen, Switzerland, Germany) conten-
do DMEM enriquecido com gentamicina (60 pg/L),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/mL)
¢ anfotericina (25 mg/L) e 10% de soro fetal bovino
em estufa a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo foi
trocado duas vezes por semana. Apds quatro repiques €
até que se obteve a confluéncia de 80% a 90% das célu-
las, estas foram utilizadas para extragio do RNA total e
posterior andlise da expressio de proteinas colagénicas
e nio colagénicas pela técnica de RT-PCR em tempo
real e, assim, usadas como controle positivo de células
diferenciadas.

Teste de viabilidade celular pelo azul de Tripan

Apbs a caracterizagio fenotipica ¢ antes do cultivo em
meio de diferencia¢io, as CTM-TA de cada grupo ex-
perimental foram avaliadas quanto a viabilidade celular
pelo azul de Tripan. Inicialmente, as CTM-TA foram
cultivadas em garrafas T75 (1 x 10* células/cm?) com
DMEM e, no momento do teste, lavadas com PBS
(0,15 M) e tripsinizadas. As células foram colhidas,
centrifugadas a 1.400 g por 10 minutos, ressuspensas
em meio e coradas pelo azul de Tripan. As células de
cada grupo invidveis (em azul) e vidveis (transparentes)
foram quantificadas em camara de Neubauer.

Gultivo de células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo visceral em meio de diferenciacao
osteogénico

Ap6s o cultivo em DMEM e obtengdo de confluéncia
das células de 80% a 90%, o meio foi substituido por
meio osteogénico constituido por DMEM e enriqueci-
do com dcido ascérbico (50 mg,/mL), B-glicerofostato
(10 mM) e dexametasona (0,1 mM), acrescido de 10%
de soro fetal bovino. As células foram mantidas em es-
tufa a 37°C e 5% de CO,. Assim, as CTM-TA das ratas
adultas com e sem osteoporose ¢ jovens foram cultiva-
das em uma densidade previamente padronizada (1 x
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10* células/cm?), em seis repetigoes, em garratas T25 e
em placas de 6 e 24 pogos (TPP — Techno Plastic Pro-
ducts in Trasadingen, Switzerland, Germany), depen-
dendo do teste, durante sete, 14 ¢ 21 dias, sendo que
as CTM-TA de ratas adultas com osteoporose foram
cultivadas ainda com diferentes doses de 3,3’,5-triiodo-
-L-tironina (0,01; 1,0; 100 ¢ 1000 nM). As doses de
3,3’,5-triiodo-L-tironina foram estabelecidas conforme
estudos realizados por Boeloni e cols. (18) e por Ishida
e cols. (25), sendo a dose de 0,01 nM semelhante a
dose fisiologica.

Teste de conversao do MTT em cristais de formazan

Foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA/cm?de cada grupo
em seis repeti¢oes, em placas de 24 pogos com meio
osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes doses de
3,3’,5-triiodo-L-tironina (0,01; 1,0; 100 ¢ 1.000 nM),
dependendo do grupo experimental, durante sete, 14 ¢
21 dias. Ao término de cada periodo, as culturas foram
submetidas ao teste de conversio do MTT {brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} em
cristais de formazan. O meio foi substituido por 210 puL.
de meio osteogénico com soro fetal bovino em cada
po¢o e 170 pL de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). A placa foi incubada por duas horas
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Os cristais de formazan
foram observados ao microscépio antes do acréscimo
de 210 pL de SDS (s6dio dodecil sulfato)-10% HCI
que permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Posteriormente, 100 pL/pogo foram transferidos
para placas de 96 pogos para andlise na leitora de placas
com comprimento de onda de 595 nm de acordo com
Valério e cols. (24).

Avaliacao da atividade da fosfatase alcalina

Foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA /cm?de cada grupo
em seis repeti¢oes, em placas de 24 pogos com meio
osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes doses de
3,3’,5-triiodo-L-tironina (0,01; 1,0; 100 ¢ 1000 nM),
dependendo do grupo experimental, durante sete, 14
e 21 dias. Ao término de cada periodo, as culturas fo-

ram lavadas com PBS (0,15 molar). Em cada pogo, -

foram acrescentados 200 pL de solugio de BCIT/
NBT (Zymed Laboratories, CA, USA) (1 mL de tam-
pdo da fosfatase alcalina, 4,4 pL de NBT {nitro-blue
tetrazolium chlovide} ¢ 3,3 mL de BCIP {5-bromo-4-
~chlovo-3’-indolylphosphate p-toluidine sait}). As amos-
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tras ficaram duas horas na estufa a 37°C e 5% de CO, e ~
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foram posteriormente fotografadas. Em seguida, foram
adicionados 210 pL de solugdo detergente SDS 10%
para incubagdo overnigth. Posteriormente, 100 pL fo-
ram transferidos para placas de 96 pogos para leitura
em espectrofotometro com comprimento de onda de
595 nm de acordo com Boeloni ¢ cols. (18) ¢ Ocarino
e cols. (26).

Determinacéo da porcentagem de células/campo

Foram cultivadas 1 x 10* CTM/cm? de cada grupo em
seis repeti¢oes, em placas de 6 pogos com laminulas (22
x 22 mm) estéreis com meio osteogénico, acrescido ou
nio de diferentes doses de 3,3’,5-triiodo-L-tironina
(0,01; 1,0; 100 € 1000 nM), dependendo do grupo ex-
perimental, durante 21 dias. Ao término desse periodo,
as culturas foram fixadas em alcool 70% e submetidas a
colora¢io por hematoxilina-eosina (27). Posteriormen-
te, foi determinado o ntimero de células/campo com
o auxilio de uma ocular micrométrica, contendo uma
graticula com 121 pontos e objetiva de 20 x em 40 cam-
pos tomados em toda a extensdo da laminula e objetiva
de 20x.

Avaliacao da porcentagem de nédulos de
mineralizacao

Foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA/cm? de cada gru-
po em seis repeti¢des, em placas de 6 pog¢os com lami-
nulas (22 x 22 mm) estéreis, com meio osteogénico,
acrescido ou ndo de diferentes doses de 3,3”,5-triiodo-
-L-tironina (0,01; 1,0; 100 ¢ 1.000 nM), dependendo
do grupo experimental, durante sete, 14 ¢ 21 dias. Ao
término de cada periodo, as CTM-TA foram lavadas
com PBS 0,15M e fixadas com dlcool 70% por 24 horas
e coradas pelo método de Von Kossa (adaptada de 27)
para avalia¢io da porcentagem de nédulos/campo. So-
mente os nodulos de coloragio marrom ou negra foram
avaliados. Foi determinada a porcentagem de ndédulos/
campo com o auxilio de uma ocular micrométrica, con-
tendo uma graticula com 121 pontos em 50 campos
em objetiva de 20x de acordo com Ocarino e cols.

(28).

Quantificacao relativa dos transcritos génicos para
colageno |, osteocalcina, osteopontina e Bmp-2 por
RT-PCR em tempo real

Realizou-se, em todos os grupos ¢ nos trés periodos
estudados, a avaliagio da quantificacio relativa da ex-
pressio de colageno I, osteocalcina, osteopontina e
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Bmyp-2 pela técnica de RT-PCR em tempo real. A ex-
tragio do RNA total das células foi feita em trés gar-
rafas T25 por grupo pelo uso do Trizol (Invitrogen,
USA). O método de extragio consistiu de uma etapa
inicial de lise ¢ homogeneizagio da monocamada de

N

células por cinco minutos a temperatura ambiente,
para completa dissociagio dos complexos nucleopro-
teicos. O lisado foi transferido para um microtubo de
1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio, segui-
do de 15 segundos de homogeneiza¢io, trés minutos
de incubagio a temperatura ambiente e centrifugacio
a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, para separa¢do em
trés fases, em que a fase incolor superficial continha o
RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, com a adi¢io de 0,5 mL de dlcool
isopropilico e incubag¢do por 10 minutos a temperatu-
ra ambiente, seguida de centrifugac¢io a 12.000 g por
10 minutos a 4°C para precipitagio do RNA. O pellet
foi, entdo, lavado com 1 mL de etanol a 75%, homo-
geneizado e centrifugado a 7.500 g por cinco minu-
tos a 4°C. O RNA foi solubilizado em agua DEPC
(dgua tratada com dimetil pirocarbonato, Invitrogen,
USA) livre de RNAse e imediatamente armazenado a
-80°C. A concentragio de RNA de cada grupo foi de-
terminada pela leitura da absorbancia a 260,/280 nm
por espectrofotometria. Foram realizadas as reagdes
de transcri¢do reversa utilizando-se kit comercial (Su-
perScriptTM III Platinum® Two-Step qRT-PCR Kit
with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA), sendo que
se utilizou 1 pg de RNA total para a sintese de cDNA
com um volume final de 20 pL. Realizaram-se, ain-
da, as reagdes de PCR em tempo real utilizando-se 2
pg de cDNA, 5 pM de cada iniciador ¢ 12,5 pL do
reagente syber Green (SuperScriptTM IIT Platinum®
Two-Step qRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitro-
gen, CA, USA) em um volume final de 25 pL de re-
agdo, no aparclho SmartCycler System (SmartCycler®
System, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA). Os para-
metros utilizados para amplifica¢io foram: 50°C por
120 segundos, 95°C por 150 segundos ¢ 45 ciclos de
95°C por 15 segundos ¢ 60°C por 30 segundos. Os
iniciadores foram delineados com base na sequéncia
do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressio
génica foi calculada usando o método 244¢T) em que
os resultados obtidos para cada grupo foram compa-
rados quantitativamente ap6s a normalizagio baseada
na expressio de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) Rattus norvegicus.
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Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores
para RT-PCR em tempo real

Iniciadores (sequéncias de

Gene nucleotideos 5’ a 3’) N° acesso

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA ~ NM_002046
reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA

Colageno | foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG NM_000088
reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG

Osteocalcina  foward: CATCTATGGCACCACCGTTT NM_013414.1
reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG

Osteopontina  foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT AB001382
reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA

Bmp-2 forward TAGTGACTTTTGGCC ACGACG NM_017178

reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG

Analise estatistica

O delineamento foi multifatorial (7 x 3), ou seja, sete
grupos ¢ trés periodos. Realizou-se andlise de varidncia
(ANOVA) e, para cada varidvel, foram determinados a
média e o desvio-padrio. As médias foram comparadas
pelo teste de SNK (Student Newman Keuls) utilizando
o programa Graphpad Instat 3 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA). As alteragdes na expressio medidas
pelo RT-PCR em tempo real foram comparadas pelo teste
de SNK apés transformagio logaritmica dos dados. Dife-
rengas foram consideradas significativas se p < 0,05 (29).

RESULTADOS

Caracterizacao fenotipica das células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo visceral

As caracteristicas fenotipicas das células extraidas do te-
cido adiposo de ratas adultas com e sem osteoporose ¢
de ratas jovens sem osteoporose foram compativeis com
as de células-tronco. Houve expressio de CD45 em,
no maximo, 6,34% das células e expressio para CD54,
CD73 ¢ CD90 acima de 52,03%, 81,80% ¢ 78,98% das
células, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo fenotipica pela expressdo de CD45, CD54,
CD73 e CD90 por citometria de fluxo em células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem osteoporose e adultas com
osteoporose, cultivadas em DMEM apos quatro repiques e confluéncia de
80% a 90%

Expressao de moléculas de

Grupos superficie (%)

CD45 CD54 CD73 CD90
Jovem sem osteoporose (1 més de idade) 3,04 91,90 99,24 90,26
Adulto sem osteoporose (5 meses de idade) 4,69 52,03 81,80 78,98
Adulto com osteoporose (5 meses de idade) 6,34 80,19 8594 85,83
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Viabilidade celular pelo azul de Tripan

Apbs a caracterizagio fenotipica e antes do cultivo em
meio de diferenciagio osteogénico, as CTM de todos
os grupos apresentavam 100% de viabilidade.

Conversao do MTT em cristais de formazan

Em compara¢io as CTM-TA das ratas jovens, as células
das ratas adultas sem osteoporose apresentaram menor
conversio do MTT em formazan nos trés periodos ava-
liados. As CTM-TA das ratas OVX e com osteoporose
sem tratamento com T3 apresentaram menor conver-
sdo do MTT em comparagio as CTM-TA de ratas adul-
tas sem osteoporose aos sete ¢ 14 dias. O tratamento
hormonal com T3 nio aumentou a conversio do MTT
em formazan em nenhuma das doses ¢ dos periodos
estudados. Ao contririo, as doses de 0,01 ¢ 1 nM de
T3 reduziram a conversio do MTT pelas CTM-TA das
ratas OVX e com osteoporose aos 14 e 21 dias ¢ a dose
de 1.000 nM reduziu a conversdo aos 21 dias quando
comparadas as CTM-TA das ratas OVX e com osteopo-
rose sem tratamento (Figura 1).

Atividade da fosfatase alcalina (BCIP/NBT)

Assim como no resultado do MTT, o efeito da idade
sobre a atividade da fosfatase alcalina também foi ob-
servado em todos os periodos estudados, uma vez que
as CTM-TA das ratas adultas sem osteoporose apresen-
taram atividade da fosfatase alcalina significativamente
menor em comparagio a das CTM-TA de ratas jovens
aos sete, 14 ¢ 21 dias. A osteoporose diminuiu a ativi-
dade da fosfatase alcalina somente aos sete dias. O tra-
tamento com T3 nio aumentou a atividade da fosfatase
alcalina das CTM-TA de ratas adultas com osteoporose.
Ao contririo, o efeito foi negativo, ou seja, caracteri-
zado pela redugio da atividade da fosfatase alcalina na
dose de 1 nM aos 21 dias (Figura 2).

Porcentagem de células/campo

As CTM-TA das ratas adultas sem osteoporose apre-
sentaram celularidade significativamente menor em
comparagio a das CTM-TA das ratas jovens aos 21
dias, reafirmando o efeito da idade. Ratas OVX e com
osteoporose também apresentaram redugio da porcen-
tagem de CTM-TA. Ao contririo do que se esperava,
mais uma vez o tratamento com T3 ndo surtiu efeito
positivo. A porcentagem de CTM-TA de ratas adultas
com osteoporose reduziu significativamente nas doses
de 0,01 ¢ 1.000 nM aos 21 dias (Figura 3).
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Figura 1. Conversdo do MTT em cristais de formazan (média + desvio-
padrdo) em culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas
sem osteoporose e ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com
T3 em meio de diferenciacdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 (C)
dias de cultivo. * p < 0,05.

Porcentagem de nodulos de mineralizagao

O efeito da idade mais uma vez foi evidenciado sobre a
sintese de ndédulos de mineralizagao, ja que a cultura de

- CTM-TA de ratas adultas apresentou nimero de nédu-

los de mineralizagdo significativamente menor nos trés
periodos avaliados em comparagdo as culturas de células

© de ratas jovens. CTM-TA de ratas OVX e com osteopo-
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Figura 2. Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio-padrdo) em
culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem
osteoporose e ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com T3 em
meio de diferenciacdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias de
cultivo. * p < 0,05.

rose também apresentaram redugio significativa do na-
mero de nédulos de mineralizagio em comparagio as
culturas de CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose
aos sete ¢ 14 dias. No entanto, o tratamento com T3
ndo alterou esse resultado, ja que o nimero de nédulos
de mineralizagdo nos grupos tratados, independente-
mente da dose de T3, foi semelhante ao das CTM-TA
de ratas com osteoporose sem tratamento (Figura 4).

Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57/2



Celularidade
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Figura 3. Porcentagem de células/campo (média + desvio-padrdo) em
culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem
osteoporose e ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com T3 em
meio de diferenciagdo osteogénico aos 21 dias de cultivo. * p < 0,05.
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Figura 4. Porcentagem de nddulos de mineralizagdo/campo (média =
desvio-padrao) em culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e
adultas sem osteoporose e de ratas adultas com osteoporose tratadas ou
ndo com T3 em meio de diferenciacdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e
21 (C) dias de cultivo. * p < 0,05.
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Expressao de colageno I, osteocalcina, osteopontina
e Bmp-2

A expressio dos transcritos génicos para coligeno I,
osteocalcina, osteopontina e¢ Bmp-2 nas culturas das
CTM-TA dos sete grupos foi comparada entre si e com
a expressio em osteoblastos (controle positivo da dife-
renciagio osteogénica).

A expressao de coldgeno I, aos sete dias de diferen-
ciagdo, foi superior a do osteoblasto em todos os gru-
pos estudados (Figura 5). Entretanto, aos 14 e 21 dias
de diferenciagdo essa expressdo foi superior a do osteo-
blasto na maioria dos grupos estudados, com exceg¢io
do grupo de CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose
aos 14 e 21 dias e dos grupos de CTM-TA de ratas
adultas com osteoporose tratadas com 100 ¢ 1.000 nM
de T3 aos 21 dias (Figura 5).

O efeito da idade ndo foi evidenciado sobre a ex-
pressio de colageno I, ji que a cultura de CTM-TA
de ratas adultas sem osteoporose apresentou expressio
semelhante a cultura de células de ratas jovens nos trés
periodos de diferenciagio. Mas CTM-TA de ratas OVX
e com osteoporose apresentou expressio de coligeno
I significativamente menor aos sete e 14 dias em com-
paragdo as culturas de CTM-TA de ratas adultas sem
osteoporose (Figuras 5A e 5B). O tratamento com T3
das CTM-TA de ratas adultas com osteoporose nio
surtiu efeito positivo sobre a expressio de coligeno 1.
Ao contrario, as doses de 0,01 ¢ 1.000 nM de T3 redu-
ziram significativamente aos 14 dias, a expressdo de co-
lageno I quando comparado as CTM-TA de ratas OVX
e com osteoporose sem tratamento (Figura 5).

A expressio de osteocalcina, nos trés periodos ava-
liados, foi inferior a do osteoblasto em todos os grupos
(Figura 6). Além disso, ndo houve efeito da idade sobre
a expressao de osteocalcina. Ratas OVX e com osteopo-
rose também nio apresentaram alteragio da expressio
de osteocalcina quando comparadas as ratas adultas sem
osteoporose. No entanto, aos sete dias de diferencia-
¢do, o tratamento com 0,01 nM de T3 elevou significa-
tivamente a expressio de osteocalcina em comparagio
as CTM-TA de ratas com osteoporose sem tratamento
(Figura 6).

Ao contririo da expressio de osteocalcina, o efeito -
da idade sobre a expressio de osteopontina foi marcan- =
te, ja que a cultura de CTM-TA de ratas adultas apre- -

sentou expressao significativamente menor em compa-
racdo as culturas de células de ratas jovens em todos os
periodos estudados (Figura 7). Entretanto, as CTM-TA
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Figura 5. Quantificacdo relativa (média + desvio-padrdo) do transcrito
génico para colageno | (Col ) pela técnica de RT-PCR em tempo real em
culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem
osteoporose e de ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com T3
em meio de diferenciacdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 dias (C)
de diferenciacdo. Os dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto
(linha tracejada). * p < 0,05.

de ratas OVX com osteoporose nio apresentaram al-
teragdo significativa da expressdo de osteopontina nos
trés periodos de diferenciagio em comparagio as CTM
de ratas adultas sem osteoporose. O tratamento com

. T3 também ndo surtiu efeito positivo em nenhum dos
. periodos estudados (Figura 7).

A expressio de Bmp-2, aos sete dias de diferencia-

© ¢do, foi superior a do osteoblasto somente no grupo de

CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose. Aos 14 dias
de diferencia¢io, essa expressio foi superior a do osteo-
blasto nas CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose ¢
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Figura 6. Quantificacdo relativa (média + desvio-padrdo) do transcrito
génico para osteocalcina (Oc) pela técnica de RT-PCR em tempo real em
culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem
osteoporose e de ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com T3
em meio de diferenciagdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 dias (C)
de diferenciacdo. Os dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto
(linha tracejada). * p < 0,05.

nas CTM-TA de ratas OVX e com osteoporose tratadas
com 100 e 1.000 nM de T3. Aos 21 dias de diferencia-
¢do, a expressio de Bmp-2 foi superior a do osteoblasto
nas CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose ¢ de ra-
tas OVX e com osteoporose (Figura 8).

O efeito da idade também foi observado na expres-
sdo de Bmp-2. No entanto, ao contririo dos parimetros
anteriormente descritos, a expressio de Bmp-2 foi su-
perior nas CTM-TA de ratas adultas sem osteoporose
nos trés periodos estudados quando comparada a de
ratas jovens. CTM-TA de ratas OVX e com osteopo-
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Figura 7. Quantificacdo relativa (média + desvio-padrdo) do transcrito
génico para osteopontina (Op) pela técnica de RT-PCR em tempo real em
culturas de CTM do tecido adiposo de ratas jovens e adultas sem
osteoporose e de ratas adultas com osteoporose tratadas ou ndo com T3
em meio de diferenciacio osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 dias (C)
de diferenciacdo. Os dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto
(linha tracejada). * p < 0,05.

rose apresentaram redugdo significativa da expressao de
Bmp-2 aos sete e 14 dias, em comparagio as CTM-TA
de ratas adultas sem osteoporose. O tratamento com
T3 das CTM-TA de ratas adultas OVX e com osteo-
porose nio surtiu nenhum efeito significativo sob a ex-
pressao de Bmp-2 (Figura 8).

DISCUSSAOQ

A caracterizagdo fenotipica das células demonstrou que,
independente do grupo, as células apresentaram carac-

Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57/2

Células-tfronco mesenquimais e osteogénese

Proteina morfogenética dssea 2

A 7 dias
(\AJ 3 O-
g3 x x
x 215-
]
g 20
< 1,51
S 1,01
3
S 0,54
w
0,0 === Enieas : S
Jovem  Adulto s/T3 0,01 nMT31nMT3100nMT3 1000 nM T3
Sem osteoporose OVX com osteoporose
B 14 dias
~ —
g
xQ
[eb)
=]
g
=
o
QS 1od--—— R ___Z _ _rHER-
2 ?
[<5)
g _
g, il

s/T3 0,01 nMT31nM T 100 nM T3 1000n M T3
QOVX com osteoporose

Adulto
Sem osteoporose

Jovem

C 24 dias
3,0
2,54
2,04
1,54
1,04
0,54

Expresséo relativa de Bmp-2

s/T3 0,01 nMT3 1 nM T3 100nMT3 1000 nM T3
OVX com osteoporose

Jovem  Adulto

Sem osteoporose

Figura 8. Quantificacdo relativa (média + desvio-padrdo) do transcrito
génico para proteina morfogenética dssea 2 (Bmp-2) pela técnica de
RT-PCR em tempo real em culturas de CTM do tecido adiposo de ratas
jovens e adultas sem osteoporose e de ratas adultas com osteoporose
tratadas ou ndo com T3 em meio de diferenciagdo osteogénico aos sete
(A), 14 (B) e 21 dias (C) de diferenciac&o. Os dados estdo expressos em
relacdo ao osteoblasto (linha tracejada). * p < 0,05.

teristicas compativeis com a de células-tronco, ou seja,
entre outras moléculas expressaram CD54, CD73 e
CD90 ¢ quase ndo expressaram CD45. Essa caracteriza-
¢do ¢ importante, pois a fra¢io estromal vascular extra-

ida do tecido adiposo contém CTM-TA, células endo- =

teliais, pericitos, fibroblastos e células hematopoiéticas
(5). O “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of
the International Society for Cellular Therapy” propos
que as CTM expressam CD73 e CD90 e nao expres-
sam CDA45 (30). As células hematopoiéticas expressam,

entre outras moléculas, CD45 (31), que também pode .
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ser expressa em fibroblastos (23). CD54 (ICAM-1)
ndo ¢ exclusivo de CTM e pode ser expresso em baixas
concentragdes em leucocitos e células endoteliais (32).
A despeito disso, leucécitos e outras células hemato-
poiéticas ndo sio aderentes em superficies pldsticas, ao
contrario das CTM (33). Adicionalmente, no tecido
adiposo somente as CTM apresentam capacidade de
diferenciagdo osteogénica (7).

Semelhante ao observado nas CTM-MO, o efeito
da idade também reduziu a diferencia¢io osteogénica
das CTM-TA. Com relagio as CTM-MO, a literatura é
quase unanime em afirmar que a idade reduz a diferen-
ciagio osteogénica dessas células (34-39). Mas com re-
lagdo as CTM-TA, h4 controvérsia no que concerne ao
efeito da idade sob a diferenciagio osteogénica dessas
células. Sabe-se que com a idade ocorre redugio da di-
terenciagdo osteogénica de CTM-TA do subcutineo de
seres humanos (40), enquanto, em camundongos, foi
demonstrado que o potencial osteogénico de CTM-TA
visceral ndo diminui com a idade (41). Outros fatores
além da idade, como a espécie e o local de onde ¢ re-
movido o tecido adiposo, podem influenciar no poten-
cial de diferenciagio das CTM-TA. Ja foi demonstrado
que, em coelhos, as CTM-TA da cavidade abdominal
apresentam maior potencial de diferencia¢io osteoge-
nica do que as CTM-TA do subcutineo (42). Mas o
contrario se observa em humanos, em que as CTM-TA
do subcutineo ¢ que apresentam maior potencial de di-
ferenciagdo (43). Além disso, também ja foi comprova-
do que pode haver diferenga no potencial osteogénico
entre espécies. As CTM-TA de cies parecem ter maior
capacidade proliferativa, enquanto as CTM-TA de seres
humanos apresentam maior potencial osteogénico (44).

A expressio de Bmp-2 foi o tnico parimetro que
aumentou com a idade em todos os trés periodos es-
tudados. Com base na literatura ¢ no presente estudo
fica dificil explicar a razio do aumento da expressio de
Bmp-2 decorrente da idade. A BMP-2 ¢ um fator im-
portante na diferenciagio osteogénica das CTM (11-
13). Entdo, seria esperado que as CTM-TA de ratas
adultas sauddveis nio apresentassem redugdo tdo signi-
ficativa nos parametros que caracterizam a diferencia¢ao
- osteogénica como observado, neste caso, em compara-
~ 3o as ratas jovens. Contudo, estudos recentes enfati-

zam que a BMP-2 pode nio influenciar a diferencia¢io
osteogénica das CTM-TA (45,46). No entanto, outros
estudos demonstraram exatamente o contririo, ou seja,
- que a BMP-2 pode aumentar a atividade da fosfatase
¢ alcalina, a sintese de nédulos de mineralizacio (47) e
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a expressdo de Runx2 e de osteocalcina em culturas de
CTM-TA tratadas com BMP-2 (48).

Resultado interessante foi observado nas CTM-TA
de ratas OVX e com osteoporose. Nas CTM-TA des-
sas ratas, houve redugio da diferenciagio osteogénica
caracterizada por redugido da atividade da fosfatase al-
calina, da formag¢io dos nodulos de mineraliza¢io ¢ da
expressio de Bmp-2 em pelo menos um dos periodos
estudados quando comparadas as CTM-TA de ratas
sem osteoporose. Sabe-se que as CTM-TA apresen-
tam receptores para o estrogeno (49) e que a adigio
de estrogeno em culturas de CTM-TA visceral de ra-
tas jovens sauddveis (9) e de CTM-TA do subcutineo
de seres humanos saudaveis aumenta a diferenciacio
osteogénica dessas células (8). Assim, seria esperado
que a deficiéncia de estrogeno causasse redugio da
diferenciagio osteogénica das CTM-TA. Diante dessa
hipétese, os resultados apresentados neste estudo nio
surpreendem. No entanto, existem relatos de que a
diferenciagdo osteogénica de CTM-TA subcutineo ¢
mantida em camundongos SAMP 6 com osteoporo-
se (50). E provével que a redugio do potencial oste-
ogénico das CTM-TA de camundongos SAMP 6 nio
tenha sido observada, uma vez que essa linhagem de
camundongos apresenta aumento do comprimento do
telomero e da expressio e da atividade da telomerase,
ao contrdrio das ratas utilizadas no presente estudo que,
com cinco meses de idade, jd apresentam redugio da
expressio de telomerase (39). Além disso, ao contrario
do estudo de Mirsaidi e cols. (50) no qual a osteopo-
rose ¢ decorrente de manipulagio genética, no presente
estudo, a osteoporose foi induzida pela deficiéncia dos
esteroides sexuais, que € a causa mais frequente de oste-
oporose na mulher e que direta ou indiretamente pode
afetar a diferenciagio osteogénica das CTM (51). Dessa
forma, a deficiéncia dos hormonios sexuais pode nio
ser o unico fator que diminui a diferencia¢io osteogeé-
nica das CTM-TA de ratas OVX, jd que existem outros
fatores como vitamina D (10), dcido retinoico (10-12),
BMP-2 (11-13), IGF-1 (14), TGE-f (15) ¢ leptina
(52) que influenciam a diferenciagdo osteogénica e que
podem estar reduzidos em individuos com deficiéncia
de esteroides sexuais (53,54).

No caso da CTM-TA, a reducio da diferenciagio
osteogénica ¢ provavelmente resultado direto ou indi-
reto da deficiéncia dos hormonios sexuais. No entan-
to, no caso das CTM-MO, a redugio da diferenciacio
osteogénica, além de ser resultante da deficiéncia dos
esteroides sexuais, poderia também ser resultante da
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propria osteoporose, uma vez que no microambiente
da medula 6ssea hd forte interacdo e relacdo entre os
diferentes tipos celulares ¢ a matriz extracelular com o
comportamento das CTM-MO. A matriz extracelular
parece ser importante no controle da prolifera¢io e da
diferenciagio das CTM em resposta a fatores apropria-
dos. Além disso, ela modula a atividade de fatores de
crescimento, como o TGF-f, e sequestra fatores tais
como o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) ¢ as BMP. Proteinas Wnt, que pertencem a
familia de ligantes, ligam-se aos glicosaminoglicanos da
matriz extracelular e regulam a diferencia¢io osteogéni-
ca das CTM (55). Sendo assim, no caso das CTM-MO
ndo somente a perda do potencial osteogénico pode ser
um dos fatores envolvidos na génese da osteoporose,
como a prépria osteoporose, que se caracteriza por re-
dugdo da matriz extracelular e que pode comprometer
a diferenciagdo osteogénica das CTM-MO.

Outro objetivo deste estudo foi verificar se a redugio
da diferencia¢io osteogenica apresentada pelas CTM-
-TA decorrente da osteoporose poderia ser revertida
pela adi¢io de T3 na cultura. Mas, surpreendentemen-
te e contrariando todas as assertivas anteriores, o trata-
mento com T3 ndo aumentou a diferenciagio osteoge-
nica das CTM-TA de ratas OVX e com osteoporose.

Os efeitos biologicos da T3 que resultam em esti-
mulagdo da transcrigdo génica sao mediados por recep-
tores nucleares da superfamilia de receptores esteroi-
des. Esses receptores sio compostos por duas isoformas
principais: TRa e TRp subdivididas em nove isoformas
(TRal, a2, a3, Aal, Aa2, B1, B2, B3 ¢ AB3). As trés
isoformas funcionais foram identificadas como TRal,
TRP 1 ¢ TRP 2 e sdo os receptores nucleares que in-
duzem a transcri¢io génica. As isoformas do receptor
ndo funcionais podem atuar como antagonistas dos
receptores verdadeiros de T3 (56). Poderia se pen-
sar que a presenc¢a de maior quantidade de receptores
(TRa) para hormonios tireoidianos no tecido adiposo
subcutineo em comparagdo ao tecido adiposo visceral
de pacientes obesos (19) poderia explicar o porqué de
ndo ter ocorrido aumento da diferencia¢do osteogéni-
ca, uma vez que a fonte de CTM-TA desse estudo foi
o tecido adiposo visceral. No entanto, seria interessante
investigar também a presenca de outras isoformas de re-
ceptores e comparar com a expressio desses receptores
nas células-tronco do tecido adiposo ¢ da medula 6ssea
na tentativa de compreender por que os resultados da
adicdo de T3 em culturas de CTM-TA sio diferentes
das culturas de CTM-MO (18).
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Outra provivel explica¢io para a diferenga do efeito
de T3 observada nas CTM-TA deste estudo em com-
para¢io as CTM-MO (18) pode ser que, no caso do
tecido dsseo, a importincia dos hormonios tireoidia-
nos #n vivo recai sobre a diferenciagdo e a atividade dos
osteoblastos para a sintese da matriz 6ssea, bem como
seu envolvimento em todo o metabolismo dsseo. No
entanto, no caso do tecido adiposo, os horménios ti-
reoidianos regulam, i vivo, a expressio do gene da
adiponectina que, por sua vez, estd envolvida no me-
tabolismo de lipidios e carboidratos (56). Outra razio
provével seria que, no tecido adiposo, os horménios ti-
reoidianos estejam mais envolvidos com a adipogénese,
ji que foi comprovado que a T4 aumenta a sintese de
IGF em culturas de CTM-TA de suinos, favorecendo
a adipogénese (20). Assim, pode ser que, pela distinta
fung¢do que T3 e T4 tenham no osso ¢ no tecido adipo-
0, esses hormonios também tenham efeitos distintos
sob a diferencia¢io osteogénica das CTM-TA quan-
do comparada a CTM-MO. Porém, mais estudos sio
necessarios para comprovar essa hipotese e verificar as
razoes pelas quais T3 tem efeitos distintos sobre a dife-
rencia¢io osteogénica das CTM do tecido adiposo e da
medula 6ssea de ratas OVX e com osteoporose.

Conclui-se que o aumento da idade e a ovariectomia
reduzem a diferenciagio osteogénica das CTM-TA de
ratas e que o tratamento com T3 nio melhora o po-
tencial de diferenciacio reduzido das CTM-TA de ratas
OVX e com osteoporose. Ao contririo, o tratamento
com T3 apresenta efeitos negativos sobre alguns dos
fatores envolvidos na diferenciacio osteogénica, sem,
no entanto, reduzir a forma¢io de nédulos de mine-
ralizagdo.
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