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RESUMO 

Foram realizados dois experimentos distintos. O experimento 1 avaliou o efeito da lactação sobre 

a diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de 

ratas. O experimento 2 avaliou a diferenciação osteogênica das CTM-TA sob efeito de duas 

concentrações de prolactina. No experimento 1, foram utilizadas 10 ratas Wistar distribuídas em 

dois grupos: 1) controle e 2) lactante. Aos 30 dias de lactação, os animais de ambos os grupos 

foram eutanasiados para a coleta do tecido adiposo visceral e extração das CTM. As células foram 

cultivadas em meio osteogênico por 7, 14 e 21 dias. Foram realizados os testes de conversão do 

MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina, síntese de colágeno, porcentagem 

de nódulos de mineralização e de células por campoe a quantificação dos transcriptos gênicos 

para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteína óssea, BMP-2 e colágeno tipo I 

por RT-PCR tempo real. As médias foram comparadas pelo teste SNK e as diferenças foram 

consideradas significativas se p<0,05. O grupo lactante apresentou maior conversão do MTT em 

cristais de formazan aos 7, 14 e 21 dias e atividade da fosfatase alcalina e síntese de colágeno aos 

14 dias. O grupo lactante apresentou maior porcentagem de nódulos de mineralização em relação 

ao controle, porém com menor porcentagem de células. A lactação promoveu aumento da 

expressão de osteopontina em todos os tempos, de sialoproteína aos 7 e 21 dias e de BMP-2 aos 

21 dias. No entanto, a lactação reduziu a expressão de osteocalcina em todos os períodos. Conclui-

se que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior potencial osteogênico caracterizado por 

aumento da síntese de matriz mineralizada e da expressão de proteínas colagênicas e não 

colagênicas da matriz. No experimento 2, as CTM-TA foram cultivadas em meio osteogênico 

com e sem adição de prolactina e distribuídas em três grupos: 1) CTM-TA (controle), 2) CTM-

TA com adição de 100ng/mL de prolactina e 3) CTM-TA com adição de 300ng/mL de prolactina. 

Aos 21 dias de diferenciação, foram realizados os testes de conversão do MTT em cristais de 

formazan, porcentagem de nódulos de mineralização e de células por campo e quantificação dos 

transcriptos gênicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteína óssea, BMP-

2 e colágeno tipo I por RT-PCR tempo real. A adição de prolactina reduziu a conversão do MTT 

no grupo 3 e aumentou a porcentagem de células/campo  nos grupos 2 e 3, porém sem aumentar 

significativamente a  porcentagem de nódulos de mineralização e a expressão dos transcritos 

gênicos para colágeno tipo I e para as proteínas não colagênicas. Conclui-se que a adição de 

prolactina nas concentrações de 100ng/mL e 300ng/mL não altera a diferenciação osteogênica 

das CTM-TA de ratas apesar de aumentar a celularidade da cultura. 

Palavras chave: célula tronco, gestação, lactação, prolactina, tecido adiposo, rata, diferenciação 

osteogênica. 
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ABSTRACT 

Two different experiments were performed. Experiment 1 evaluated the effect of lactation on the 

osteogenic differentiation of rats adipose derived-mesenchymal stem cells (ADSCs). Experiment 

2 evaluated the osteogenic differentiation of ADSCs under the effect of two concentrations of 

prolactin. In experiment 1, ten Wistar rats were divided into two groups: 1) control, and 2) 

lactating. At 30 days of lactation, both groups were euthanized and samples of visceral adipose 

tissue were collected for ADSC extraction. ADSC was grown in osteogenic medium for 7, 14 and 

21 days. The tests of MTT conversion into formazan crystals, alkaline phosphatase activity, 

collagen synthesis, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification of 

genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2, 

and collagen I by RT-PCR real time were made. The means were compared by the SNK test and 

the differences were considered significant if p <0.05. The lactating group had an increase in the 

conversion of MTT into formazan crystals at 7, 14 and 21 days. Alkaline phosphatase activity and 

collagen synthesis in the lactating group were greater only at 14 days. The lactation group had a 

higher percentage of mineralization nodules than control group, and a decrease in the percentage 

of cells. Lactation promoted increased in osteopontin expression at all times, bone sialoprotein 

at 7 and 21 days and BPM-2 only at 21 days. However, lactation reduced the expression of 

osteocalcin in all periods. It is concluded that the cells of lactating rats presented a greater 

osteogenic potential characterized by an increase of the mineralized matrix synthesis. In the 

experiment 2, ADSCs were grown in a medium with and without the addition of prolactin and 

distributed into three groups: 1) CTM-TA (control), 2) CTM-TA with addition of 100ng/mL 

prolactin, and 3) CTM-TA with addition of 300ng/mL prolactin. At 21 days of differentiation, the 

tests of MTT conversion into formazan crystals, percentage of mineralized nodules and cells per 

field and quantification of genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, 

bone sialoprotein, BMP-2, and collagen I by RT-PCR real time were made. The addition of 

prolactin reduced the conversion of MTT in group 3 and increased the percentage of cells/field 

in the groups 2 and 3, however without significantly increasing the percentage of nodules of 

mineralization and the expression of the genic transcription for for alkaline phosphatase, 

osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2, and collagen I. It is concluded that the 

addition of prolactin in concentrations of 100ng/mL and 300ng/mL does not change the 

osteogenic differentiation to the CTM-TA of female rats despite of increasing the cellularity of 

the culture. 

Keywords: stem cell, pregnancy, lactation, prolactin, adipose tissue, rat, osteogenic 

differentiation 
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INTRODUÇÃO 

A gestação e a lactação são eventos fisiológicos que demandam do organismo da mãe 

significativas mudanças metabólicas a fim de manter a homeostase materna e o desenvolvimento 

e crescimento fetal adequados (Kalkwarf e Specker, 2002). Em ambas as situações, o aumento da 

secreção de prolactina causa hiperprolactinemia fisiológica, que tem sido considerada importante 

causa de perda óssea em humanos e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 

2010; Suntornsaratoon et al., 2010). Por isso, os efeitos da prolactina sobre o metabolismo ósseo 

tem sido alvo de pesquisas nos últimos anos (Bataille-Simoneau et al., 1996; Alder et al, 1998; 

Charoenphandhu et al., 2008; Bu et al., 2015).  

É de concordância da maioria desses estudos que esse hormônio apresenta algum efeito sobre o 

osso, porém os resultados dessas pesquisas são contraditórios, devido à heterogeneidade na idade 

dos indivíduos estudados, número de gestações, duração do período lactacional e pelo sítio ósseo 

analisado, bem como os parâmetros utilizados para avaliação do metabolismo ósseo.  

Os efeitos da prolactina sobre o osso independem da origem da hiperprolactinemia (Bussade et 

al., 2007; Bolanowski et al., 2010). Estudos prospectivos demonstraram que durante a gestação e 

lactação, ocorre redução significativa da densidade mineral óssea e que mulheres jovens com altos 

níveis de prolactina apresentam densidade mineral óssea semelhante à das mulheres na pós-

menopausa (Alder et al., 1998). Indivíduos com prolactinomas, os quais possuem elevados níveis 

de prolactina circulante, também apresentam aumento do metabolismo ósseo com consequente 

perda óssea (Colao et al., 2000). Entretanto, contraditoriamente, ratas ovariectomizadas tratadas 

com prolactina apresentaram aumento da densidade mineral óssea (Dolinska et al., 2010). 

Somando-se à isso, a identificação de receptores para prolactina em células de osteossarcoma 

sugere suaprovável participação no aumento da atividade osteoblástica (Bataille-Simoneau et al., 

1996). 

Em virtude dosefeitos contraditórios e bidirecionais da prolactina, sugere-se que seu efeito sobre 

o osso dependa da sua concentração e da célula-alvo sobre a qual esteja atuando.Baseado nisso, 

duas hipóteses tem sido discutidas para explicar o mecanismo pelo qual a prolactina atua no 

metabolismo ósseo. Primeiramente, a perda óssea advinda da hiperprolactinemia seria decorrente 

do aumento da reabsorção óssea mediada pela deficiência de estrógeno induzida pela 

hipersecreção de prolactina (Biller et al., 1992; Naliato et al., 2005). No entanto, essa hipótese 

vem sendo contestada, uma vez quepesquisas demonstraram que mulheres com 

hiperprolactinemia não apresentam melhora das alterações ósseas após a restauração da função 

endócrina gonadal (Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). Outra via de atuação que tem 

sido discutida é que a prolactina agiria diretamente influenciando a síntese de matriz óssea, uma 

vez que receptores para este hormônio foram identificados em osteoblastos (Charoenphandhu et 

al., 2008).  

Mas, semelhantemente ao efeito da prolactina in vivo, a ação in vitro desse hormônio sobre o 

osteoblasto também é dependente da dose e do período de atuação da prolactina (Seriwatanachai 

et al., 2009). Seriwatanachai et al., (2009) demonstrou que prolactina, em doses que mimetizam 

os níveis alcançados no período lactacional, adicionada em culturas de pré-osteoblastos promoveu 

aumento da expressão de genes da diferenciação osteogênica. Contudo, este resultado foi 

observado apenas no estádio inicial da diferenciação sendo revertido mais tardiamente, sugerindo 

que os efeitos da prolactina nessas células sejam dose e período-dependente.  
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Ao final da lactação, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e 

hipotrofia osteoblástica . Além disso, há também hipoplasia da medula óssea (Serakides et al., 

2008), o que sugere que na lactação também haja comprometimento das células precursoras dos 

osteoblastos. 

Os osteblastos se originam das células tronco mesenquimais (CTM) que são células 

multipotentes, encontradas entre as células diferenciadas de vários tecidos, incluindo o tecido 

ósseo. Elas possuem a função de se auto-renovarem e de se diferenciarem, originando os tipos 

celulares que compõem este órgão (Grove et al., 2004).  

O tecido adiposo (Zuk et al., 2001; Zhu et al., 2008) é fonte considerável de células tronco 

mesenquimais com enorme potencial para serem utilizadas no tratamento de várias doenças, 

inclusive em defeitos ou reparos ósseos. Apesar das CTM do tecido adiposo (CTM-TA) serem 

semelhantes às CTM da medula óssea (CTM-MO) com relação à morfologia e à expressão de 

marcadores de superfície (Nakanishi et al., 2011), alguns pesquisadores têm maior preferência 

pelo tecido adiposo como fonte de CTM em decorrência deste tecido apresentar maior número 

destas células e pelo fato de serem obtidas do produto das lipoaspirações, sem haver necessidade 

de se realizar um procedimento invasivo, visando exclusivamente à obtenção das CTM (Zuk et 

al., 2001). Além disso, in vitro, as CTM-TA se proliferam mais rapidamente (Nakanishi et al., 

2011), demoram mais tempo para entrar em senescência, apresentando maior habilidade para 

serem criopreservadas, quando comparadas as CTM da medula óssea (Carvalho et al., 2008; 

Mambelli et al., 2009). 

Os principais fatores que estimulam a diferenciação de CTM em células osteoprogenitoras têm 

sido alvo de pesquisas. Hoje, sabe-se que a proliferação e a diferenciação tanto in vitro quanto in 

vivo das CTM em osteoblastos estão sob o comando de vários fatores que vêm sendo cada vez 

mais investigados (Lindblad, 2001). Esses fatores são sinais celulares internos e externos 

representados por genes (Iglézias et al., 2004; Nakanishi et al., 2011), fatores de crescimento (Ito 

et al., 2008; Angel-Mosqueda et al., 2015), estímulo mecânico (Payushina et al., 2006) e alguns 

hormônios, dentre eles a prolactina (Freeman et al., 2000).  

Embora receptores para prolactina já tenham sido identificados em CTM, nenhum estudo sobre 

os efeitos da lactação e/ou da prolactina isolada sobre a diferenciação osteogênica das CTM do 

tecido adiposo foi encontrado na literatura, sendo este um dos objetivos do presente estudo. 

Assim, estudando a diferenciação osteogênica das CTM na lactação e os efeitos in vitro da 

prolactina na diferenciação osteogênica das CTM utilizando concentrações variadas, poder-se-á 

inferir sobre a participação deste hormônio no metabolismo ósseo durante a gestação e lactação.  
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OBJETIVOS  

 

Capítulo 2 

Avaliar a influência da lactação no potencial de diferenciação osteogênica das células tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo de ratas adultas. 

Capítulo 3 

Avaliar a diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo, sob efeito 

de duas concentrações da prolactina que mimetizam àquelas encontradas no sangue de ratas 

gestantes e lactantes, a fim de inferir sobre a participação isolada deste hormônio na diferenciação 

das CTM-TA em células osteoprogenitoras. 
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CAPÍTULO 1 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. Morfofisologia óssea  

O osso é um tecido metabolicamente ativo e sua higidez depende do equilíbrio entre os processos 

anabólico, caracterizado pela síntese e mineralização da matriz, e catabólico responsável pela 

reabsorção da matriz e dos minerais (Canalis et al., 1991). O tecido ósseo é constituído por três 

tipos celulares: os osteoblastos, os osteócitos e os osteoclastos (Robling et al., 2006; Datta et al., 

2008). 

Os osteoblastos derivam-se das células tronco mesenquimais da medula óssea (CTM-MO), que 

inicialmente dão origem a pré-osteoblastos e consequentementeaos osteoblastos (Clarke, 2008). 

Os osteoblastos sãocélulasresponsáveis pela síntese da matriz óssea não mineralizada, 

denominada osteóide, constituída basicamente por colágeno tipo I e proteínas não colagênicas, 

como osteocalcina, osteopontina, osteonectina e sialoproteína óssea. Aproximadamente 70% da 

matriz é imediatamente mineralizada e o restante é mineralizado gradativamente (Roach, 1994; 

Clarke, 2008). Outra função importante dos osteoblastos é a regulação da atividade osteoclástica, 

mediada pela síntese de osteoprotegerina (OPG) e expressão do receptor ativador NF-kapa beta 

ligante (RANKL). A ativação desse receptor coordena a reabsorção óssea através da osteoclasia 

(Simonet et al.,1997). 

A partir do momento que a matriz óssea é sintetizada, os osteoblastos vão ficando envoltos por 

ela, sendo então denominados osteócitos. Os osteócitos perdem a capacidade de síntese de matriz 

(Clarke, 2008) e assumem as funções de manutenção da viabilidade do osso e de reabsorção 

ósseaprofunda pelo processo de osteólise osteocítica. Esse mecanismo é essencial para a 

homeostase do cálcio e de outros minerais (Doty, 1981; Clarke, 2008). 

Os osteoclastos são células multinucleadas derivadas da fusão de células precursoras 

hematopoiéticas (monócitos/macrófagos) (Simonet et al.,1997). Essas células precursoras 

sintetizaminterleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), potentes estimuladores da 

osteoclastogênese e da atividade osteoclástica (Boyle et al., 2003). Os osteoclastos estão 

localizados na superfície de trabéculas, nos canais de Havers alojados nas lacunas de Howship 

(Simonet et al.,1997) e possuem a função de reabsorção óssea superficial por osteoclasia 

(Miyamoto e Suda, 2003). 

Por ser um tecido metabolicamente dinâmico, os processos anabólico e catabólico são controlados 

por vários fatores, dentre eles citocinas (IL-1, I-L4, IL-6,TNF-α) (Canalis et al., 1991), fatores de 

crescimento (IGF, FGF, TGF-β) (Baylink et al., 1993), estímulo mecânico (Ocarino et al., 2008; 

Schulte et al., 2013) e hormônios (Boeloni et al., 2009; Calis et al., 2014).Esses fatores agem 

direta ou indiretamente sobre os tipos celulares que compõem o tecido ósseo e/ou nas células 

tronco mesenquimais, influenciando positiva ou negativamente os processos anabólico e 

catabólico bem como a diferenciação das CTM em osteoblastos (Roach, 1994; Clarke, 2008). 

Sabe-se que a massa óssea de um indivíduo é influenciada pela genética, além de fatores como 

nutrição, idade (Karlsson et al., 2001), atividade física e perfil hormonal (Sowers, 1996; Ensom 

et al., 2002), tanto em condições patológicas quanto fisiológicas. Alterações ósseas osteopênicas 

vem sendo relacionadas a duas condições fisiológicas importantes tanto em mulheres quanto em 

animais, os períodos de gestação e de lactação (Sowers, 1996; Karlsson et al., 2005). 
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2. A lactação  

A preparação da glândula mamária para a lactação se inicia muito antes da gestação. O 

desenvolvimento inicial ocorre ainda na vida fetal sob o efeito do hormônio do crescimento (GH) 

e durante a puberdade sob influência da hipófise e dos ovários (Goffin et al., 2002). À exceção 

de todo o desenvolvimento intra-uterino, as principais fases de desenvolvimento da glândula estão 

diretamente relacionadas à reprodução e ocorrem na pré e pós-puberdade, gestação e lactação 

(Freeman et al., 2000; Goffin et al., 2002). A interação entre hormônios, como o hormônio do 

crescimento, o peptídeo relacionado ao paratormônio (PTHrP) e a prolactina, além de fatores 

como o fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1), fator transformador do crescimento 

alfa (TGF-α) e os receptores de estrógeno, que agem dentro do próprio tecido mamário, são 

capazes de promover mudanças na morfologia e na dinâmica das células alveolares (Freeman et 

al., 2000; Goffin et al., 2002; Guelho et al., 2016).  

 

Os níveis de PRL na mãe são crescentes à medida do avanço da gestação, atingindo seu pico na 

lactação (Hovey et al., 2000). Em mulheres, os níveis de PRL aumentam em até 10 vezes durante 

a gestação e lactação quando comparados aos valores encontrados em mulheres não gestantes, 

que varia de 5-20ng/mL (Hovey et al., 2000). Já em roedores, a concentração de prolactina é cerca 

de 20-60 ng/mL em animais não gestantes atingindo um valor cinco vezes maior no período da 

lactação (Amenomori et al., 1970). 

 

A PRL desempenha papel importante na lactogênese em todas as suas fases, desde a preparação 

e proliferação das células epiteliais da glândula mamária até a produção e secreção do colostro e 

do leite materno, incluindo toda a transição de nutrientes durante os diferentes momentos da 

lactação (Neville et al., 2001). O estímulo sensorial da amamentação é conduzido até o 

hipotálamo, bloqueando a síntese e a liberação de dopamina, enquanto os núcleos 

paraventriculares são estimulados a produzir e liberar o peptídeo intestinal vasoativo (VIP), que 

é estimulante da prolactina (Fazekas et al., 2000). Tanto a prolactina quanto o lactogênio 

placentário são necessários para o desenvolvimento mamário na gestação, e com a diminuição da 

concentração do lactogênio após a remoção da placenta, a prolactina se faz necessária para a 

manutenção da lactação na maioria das espécies (Neville et al., 2001). 

 

2.1 Alterações no tecido adiposo decorrentes da lactação  

 

A lactação  requer tanto aumento da oferta de nutrientes quanto o desenvolvimento de 

mecanismos que assegurem a utilização preferencial de nutrientes pela glândula mamária 

(Gunderson, 2014). O período lactacional é caracterizado  pela secreção aumentada de prolactina 

e ocitocina, supressão do eixo hipotalâmico-pituitário-gonadal e hipoinsulinemia (Vernon, 1988). 

A diminuição da secreção de estrógeno e progesterona é um pré-requisito para lactogênese, 

porque estes esteróides sexuais inibem os efeitos lactogênicos da PRL (Wajchenberg, 2000).  A  

prolactina atua localmente na glândula mamária para estimular a síntese e secreção de 

componentes do leite, mas também diminui a lipogênese no fígado e no tecido adiposo, 

aumentando a disponibilidade de glicose e lactato, precursores lipogênicos, para a glândula 

mamária (Hovey e Aimo, 2010).  

Durante a gestação, as mulheres exibem um aumento de gordura intra-abdominal (Straughen et 

al., 2013) que é utilizada como fonte de energia durante a lactação (King et al., 2000). Sabe-se 

que o tecido adiposo intra-abdominal ou visceral, é metabolicamente mais ativo que outros 

depósitos de gordura em outras partes do corpo (King et al., 2000).  
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A lipoproteína lipase (LPL) é uma enzima da família das lipases com função de hidrolisar 

moléculas de triglicerídeos encontradas nas partículas de lipoproteínas para facilitar a captação 

de ácidos graxos pelos adipócitos (Wajchenberg, 2000). Durante a gestação, a concentração de 

LPL é maior nos principais sítios de acúmulo de tecido adiposo nas mulheres: glúteos, região 

abdominal e femoral. Durante a lactação, os níveis de LPL diminuem  nesses sítios e aumentam 

na glândula mamária e esse efeito regulatório está a cargo de vários hormônios, dentre eles a 

prolactina (Machida et al., 1990). 

3. Prolactina 

A prolactina (PRL) é um hormônio peptídeo, composto por 197-199 aminoácidos e sintetizado 

pelos lactotrofos na adenohipófise, envolvido em mais de 200 funções fisiológicas e patológicas, 

estando presente em todos os vertebrados e possuindo uma estrutura fortemente homóloga ao 

hormônio do crescimento e ao lactogênio placentário (Fiore et al., 1984; Ben-Johnatan et al., 

2006; Guelho et al., 2016). 

Além da secreção na hipófise anterior (pPRL), a expressão de genes para a PRL já foi identificada 

em outras regiões do sistema nervoso central, células do sistema imunológico, células epiteliais 

da glândula mamária, miométrio, decídua, placenta, glândula lacrimal, timo, baço (Feng et al., 

1998), glândulas sudoríparas (Choy et al., 1997) sendo classificada como prolactina extra-

pituitaria (ePRL). A PRL também já foi encontrada em muitos fluidos corpóreos além do soro 

sanguíneo como líquido cefalorraquidiano (LCR), líquido amniótico, lágrimas, leite e suor (Ben-

Johnatan et al., 2006).  

3.1 Controle e regulação neuroendócrina da prolactina 

O processo de neurorregulação da síntese e secreção da PRL pelos lactotrofos na adenohipófise é 

multifatorial e está sob o controle de diversos fatores estimuladores e inibidores (Kentroti e 

McCann, 1996; Emiliano e Fudge, 2004; Eigler e Ben-Shlomo, 2014). Tal processo regulador é 

controlado pelo sistema hipotalâmico-hipofisário, através de vias neuroendócrinas, autócrina ou 

parácrina (Ben-Johnatan et al., 2006). 

O principal fator inibidor da síntese e secreção de prolactina pituitária (pPRL) é a dopamina, que 

é secretada pelos neurônios infundibulares do hipotálamo (Eigler e Ben-Shlomo, 2014). Essa ação 

inibitória já foi demonstrada tanto in vivo quanto in vitro (Meller et al., 1991) e é mediada pela 

via D2 dos receptores de dopamina na superfície dos lactotrofos (Goswami et al,. 2009).  

Os receptores D2 fazem parte de uma família de proteínas transmembrana que utilizam a 

dopamina como ligante e tais receptores possuem, geralmente, ação inibitória sobre a 

adenilciclase e também ação sobre a regulação do cálcio intracelular (Freeman et al., 1994). A 

ativação da adenilciclase com formação do AMP cíclico é a via principal utilizada pela maioria 

dos hormônios protéicos. O hormônio, uma vez ligado a um receptor específico localizado na 

membrana celular de uma célula-alvo, provoca a ativação desta enzima. A adenilciclase converte 

parte do ATP intracelular em AMP cíclico e este, enquanto presente no interior da célula, promove 

uma série de alterações fisiológicas como: ativação enzimática, alterações da permeabilidade da 

membrana celular, ativação de síntese protéica e aumento na secreção celular (Calejo et al., 2013). 

Além do controle da síntese e secreção de pPRL, a dopamina e os agonistas dopaminérgicos 

seletivos também demonstram importância na regulação da transcrição do gene da PRL e da 
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proliferação de lactotrofos (Elsholtz et al., 1991). Os mecanismos intracelulares que regulam o 

processo proliferativo de lactotrofos, são os mais variados, tais como: inibição da adenilciclase e 

das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK), ativação de fosfatases, aumento dos 

canais de K+ voltagem-dependentes e diminuição dos canais de Ca++ voltagem-dependentes 

(Elsholtz et al., 1991; Liu et al., 2004). 

Outros fatores também podem desempenhar funções defatores inibidores de prolactina(PIF) 

secundários são a somatostatinae o peptídeo liberador de gastrina (GRP), ambos agindo através 

da inibiçãoda secreção de PRL através de mecanismos dopaminérgicos (Kentroti e McCann, 

1996; Eigler e Ben-Shlomo, 2014). A própria pPRL, pode ainda exercer um feedback negativo 

em sua própria secreção de forma indireta, estimulando a secreção de dopamina hipotalâmica 

(Eigler e Ben-Shlomo, 2014). 

Os principais fatores estimulatórios da síntese e secreção de pPRL são o hormônio liberador de 

tireotropina (TRH) (Gershengorn et al., 1981), o peptídeo intestinal vasoativo (VIP) , ocitocina e 

estrógeno, que atuam de forma seletiva sobre os lactotrofos (Fazekas et al., 2000). Além dos 

fatores liberadores de prolactina (PRFs) citados, GHRH, GnRH, vasopressina, angiotensina II, 

galanina e substância P são capazes de aumentar os níveis de PRL por mecanismos ainda pouco 

elucidados (Emiliano & Fudge, 2004). 

Diversos estudos têm demonstrado que a síntese e secreção de prolactina extra-pituitátia (ePRL), 

em diversos tecidos e órgãos, é regulada por mecanismos diferentes daqueles que regulam a 

PRLde origem central (Marano et al., 2014; Wang et al., 2014; Bu et al., 2015). Dentre as 

diferenças existentes entre pPRL e ePRL, a ePRL contém 150pb a mais devido à sua transcrição 

extra-pituitária. No entanto, as duas formas possuem estrutura protéica semelhante e ambas se 

ligam aos receptores de prolactina (PRLr) da mesma maneira. O controle da síntese e secreção da 

ePRL está a cargo de citocinas, fatores de transcrição e inibidores que variam de acordo com o 

sítio o qual a ePRL é proveniente (Marano et al., 2014).Para a prolactina proveniente da decídua 

(dPRL), por exemplo, a cascata de regulação do AMP cíclico desempenha papel fundamental na 

regulação, além do interferon-γ e da via óxido nítrico- cGMP. A ePRL proveniente da própria 

glândula mamária possui uma diferente via regulatória: fosfatidilinositol-3-cinase (Marano et al., 

2014). 

Aparentemente, a existência de ePRL parece ser mais frequente na espécie humana do que em 

animais (Marano et al., 2014). Além da sua atividade autócrina em células epiteliais da glândula 

mamária, pouco se sabe sobre o papel fisiológico da ePRL em comparação com as ações 

associadas à pPRL (Guelho et al., 2016). 

3.2 Efeito da prolactina no metabolismo endócrino durante a lactação 

A PRL é um dos hormônios de destaque durante as fases de gestação e lactação. Embora em 

ambas as situações as concentrações séricas de PRL estejam aumentadas, a gestação e a lactação 

são eventos endocrinologicamente distintos, tendo a PRL efeitos diferentes em cada um deles 

(Hovey et al., 2003). 

A prolactina é mais conhecida devido à sua ação direta sobre a glândula mamária, no entanto, sua 

atuação durante o avanço da gestação e manutenção da lactação são muito mais amplas. Em 

mamíferos, a PRL está envolvida na modulação do comportamento do indivíduo tanto nas funções 
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reprodutivas quanto maternas. Em ratas, por exemplo, a secreção é altamente estimulada na 

presença dos filhotes (Sobrinho, 1993). 

Em roedores, a secreção de prolactina no início da gestação é caracterizada por oscilações na sua 

concentração, necessárias para a função luteotrópica por estimulação da síntese de progesterona 

pelo corpo lúteo (Smith et al., 1975). Essas oscilações ocorrem em média duas vezes ao dia até a 

metade da gestação (10º dia) quando então, o lactogênio placentário (PL) inibe a secreção de 

pPRL. Em humanos, tanto a pPRL quanto o lactogênio placentário humano (hPL) estão presentes 

em valores crescentes à que a gestação avança (Toft eLinzer, 2000). 

Durante a segunda metade da gestação, o número de PRLr aumenta em células mesenquimais do 

esqueleto, adrenal e pulmões de fetos humanos e em roedores e subsequentemente em 

condrócitos, células adrenocorticais e epitélio bronquiolar, demonstrando sua importância no 

desenvolvimento desses tecidos (Tzeng e Linzer, 1997; Freeman, 1994). O aumento de PRLr no 

pâncreas é identificado primeiramente na porção exócrina e no epitélio ductal e no fim da 

gestação, na porção endócrina em células β (Brejle et al., 1994). 

Os hormônios lactogênicos estimulam a proliferação e agregação de células β pancreáticas, a 

transcrição de genes para a produção de insulina e a secreção de insulina glicose-dependente na 

fêmea (Brejle et al., 1994). De uma forma geral, os PRLr são necessários para manutenção da 

homeostase da glicose durante a gestação em humanos e roedores. O aumento da lipogênese 

durante a gestação leva a um aumento da secreção de insulina menos sensível à glicose e mais 

dependente de lipídios. Isto fornece um mecanismo potencial para manter a secreção de insulina 

elevada até o momento do parto enquanto as ilhotas são preparadas para uma sensibilidade normal 

à glicose no período pós-parto (Campino et al., 1999; Bernard et al., 2015). 

Durante a segunda metade da gestação, as células alveolares se diferenciam e se polarizam, 

formando o epitélio secretório, capaz de produzir e secretar leite durante a lactação. O epitélio 

mamário é composto basicamente por três tipos celulares: as ductais, as alveolares e as 

mioepiteliais (Freeman et al., 1994; Hovey et al., 2002). Porém, o crescimento da glândula está 

sob o controle de diversos outros fatores incluindo-se estrógeno, progesterona, insulina, 

glicocorticóides, GH e lactogênio placentário. O estágio final do desenvolvimento da glândula, o 

crescimento lóbulo-alveolar, é diretamente regulado pela PRL (Hovey et al., 2002). 

Ao final da gestação, a prolactina tem sua secreção aumentada com importante atividade sobre os 

alvéolos mamários no período pré-parto (Bauman et al, 1980). A galanina é um neuropeptídeo 

que regula e age sinergisticamente com a PRL derivada da glândula mamária aumentando a 

diferenciação do epitélio mamário (Freeman et al., 1994; Hovey et al., 2002).O estímulo sensorial 

da amamentação é conduzido até o hipotálamo, bloqueando a síntese e liberação de dopamina, 

enquanto os núcleos paraventriculares são estimulados a produzir e liberaro peptídeo vasoativo 

intestinal, que é estimulante da prolactina. Esse mecanismo é contínuo enquanto houver o 

estímulo de sucção do filhote na glândula mamária. 

4. Alterações ósseas associadas a hiperprolactinemia  

A gestação e a lactação são eventos fisiológicos marcados por mudanças hormonais e metabólicas 

maternas a fim de promover o desenvolvimento e o crescimento fetais, bem como o 

desenvolvimento da glândula mamária e a produção de leite (Kalkwarf e Specker, 2002). Tanto 

na gestação quanto na lactação, há o aumento das concentrações séricas de prolactina (PRL), 
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levando a hiperprolactinemia. Essa hiperprolactinemia fisiológica tem sido apontada como uma 

causa importante de diminuição da densidade mineral óssea e perda óssea em mulheres e animais 

(Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010; Suntornsaratoon, et al., 2010). 

Moller et al. (2012) relataram, em mulheres gestantes, diminuição na densidade mineral óssea de 

1,8% em vértebras lombares e 3,2% no quadril. Já a perda óssea varia de 2,1% a 9,4% na coluna, 

0,9% a 3,9% no quadril e cerca de 2% a 4% no rádio (Karlsson, 2005). Na lactação, dependendo 

do período, redução da densidade mineral óssea de 5% nas vértebras lombares e 2% no quadril 

(Moller et al. 2012) e perdas ósseas entre 0,4% a 7,5% em vértebras lombares,  2% a 5% no fêmur 

e 0,2% a 7% no rádio foram descritas (Karlsson, 2005). Porém, Pearson et al., 2004 afirmaram 

que a perda óssea é mínima e facilmente revertida após o final da lactação. Já Rojano-Mejia et al 

(2011) e Dursun et al (2006) demonstraram associação negativa entre a duração da lactação e a 

densidade mineral óssea em mulheres na pós-menopausa. Entretanto, Melton et al., 1993 e 

Kojima et al., 2002 não conseguiram correlacionar o tempo de lactação com a osteoporose no 

período de pós-menopausa. Estudos prospectivos demonstraram que durante a gestação e 

lactação, ocorre redução significativa da densidade mineral óssea e que mulheres jovens com altos 

níveis de prolactina apresentam densidade mineral óssea semelhante à das mulheres na pós-

menopausa (Alder et al., 1998). Os resultados das pesquisas são contraditórios provavelmente 

pela heterogeneidade na idade dos indivíduos estudados, número de gestações (Gur et al., 2003), 

duração do período lactacional e pelo sítio ósseo analisado, assim como os parâmetros utilizados 

para avaliação do metabolismo ósseo. 

Duas hipóteses tem sido aventadas para explicar o mecanismo pelo qual a prolactina influencia o 

metabolismo ósseo. Na primeira, postula-se que a perda óssea advinda da hiperprolactinemia 

ocorra pelo aumento da reabsorção óssea mediada pela deficiência de estrógeno (Biller et al., 

1992; Naliato et al., 2005) uma vez que a hipersecreção de prolactina promove supressão dos 

níveis do hormônio liberador de gonadotropina (GnRH), hormônio luteinizante(LH) e hormônio 

folículo-estimulante (FSH), importantes tanto para a regulação do desenvolvimento e da função 

gonadal do indivíduo, quanto para a manutenção de hormônios com ação positiva sobre o 

metabolismo ósseo, como o estrógeno e progesterona (Koike et al., 1991). Entretanto essa 

hipótese é contestada uma vez que estudos demonstraram que mulheres com hiperprolactinemia 

não apresentam melhora das alterações ósseas após restauração da função endócrina gonadal 

(Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). Contraditoriamente, ratas ovariectomizadas 

tratadas com PRL apresentaram aumento da densidade mineral óssea (Dolinska et al., 2010). A 

segunda hipótese que vem sendo levantada, é que a prolactina possa influenciar o metabolismo 

ósseo por agir na atividade osteoblástica uma vez que receptores de prolactina (PRLr) já foram 

identificados nessas células (Charoenphandhu et al., 2007). Seriwatanachai et al., 2009 

demonstraram que prolactina na concentração de 100ng/mL, mimetizando os níveis alcançados 

no período gestacional, adicionada em culturas de pré-osteoblastos promoveu aumento da 

expressão de genes da diferenciação osteogênica como Runx-2 e fosfatase alcalina. No entanto, 

este resultado foi observado apenas no início da diferenciação, sendo revertido nas etapas mais 

tardias, sugerindo que os efeitos da prolactina nos osteoblastos seja período-dependente. Além 

disso, a presença de receptores para prolactina em células de osteossarcoma sugere a participação 

da prolactina no aumento da atividade osteoblástica (Bataille-Simoneau et al., 1996). É provável 

que esse efeito contraditório e bidirecional da prolactina sobre o osso, seja dependente da 

concentração e do tipo de célula onde ela está atuando. Mas essa é uma assertiva que ainda 

necessita ser investigada. 
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Ao final da lactação, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e 

hipotrofia osteoblásticas (Serakides et al., 2008). Além disso, observa-se hipoplasia da medula 

óssea, o que sugere que na lactação possa haver comprometimento das células precursoras dos 

osteoblastos.Sabe-se que os osteblastos se originam das células tronco mesenquimais e, embora 

receptores para prolactina já tenham sido identificados em células tronco mesenquimais humanas 

(Ogheta et al., 2002), nenhum estudo sobre os efeitos da prolactina in vivo e in vitrona 

diferenciação osteogênica das CTM do tecido adiposo foi encontrado na literatura. Assim, o 

questionamento é se  o estado de hiperprolactinemia observado na lactação ocasionaria redução 

da massa óssea por diminuir a diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais. 

5. Células tronco mesenquimais do tecido adiposo e diferenciação osteogênica 

As células tronco mesenquimais, conhecidas também como células tronco esqueléticas, células 

estromais ou ainda células estromaismesenquimais, são células multipotentes capazes de se 

diferenciar em várias linhagens como osteogênica, condrogênica, adipogênica, dentre outras, 

além de possuir alta viabilidade e capacidade de auto-renovação com senescência limitada 

(Asariet al., 2012; Yang et al., 2016). Essas células podem ser encontradas em vários órgãos e a 

sua quantidade pode variar de acordo com o local. Dentre os principais sítios de CTM tem-se: 

sistema nervoso central, pele (Gurevitch et al., 2003; Pombero et al., 2016), sangue periférico, 

fígado (Liu et al., 2016), trato gastrointestinal (Presnellet al., 2002), sistema nervoso periférico, 

pâncreas (Mayhallet al., 2004), vasos sanguíneos, coração (Beltrami et al., 2003), córnea, retina 

(Grove et al., 2004), músculo esquelético (Jiang et al., 2002), membrana sinovial (Luyten, 2004), 

pulmão (Canceddaet al., 2003), líquido amniótico, sangue do cordão umbilical e placenta (Bobiset 

al., 2006), medula ósseae o tecido adiposo (Murphy et al., 2003).  

No tecido adiposo, além dos adipócitos que são as  células responsáveis pelo armazenamento 

lipídico na forma de triglicerol, outros tipos celulares podem ser encontrados dentre eles as células 

endoteliais, macrófagos, fibroblastos e as células tronco mesenquimais (CTM-TA) (Onate et al., 

2013). Esse tecido é considerado sítio importante de extração das CTM por apresentar maior 

número dessas células e pelo fato dessas células serem obtidas do produto das lipoaspirações, sem 

haver necessidade de se realizar um procedimento invasivo, visando exclusivamente à obtenção 

das CTM (Zuk et al., 2001). Além disso, quando cultivadas in vitro, as CTM-TA possuem maior 

taxa de proliferação, entram em senescência mais tardiamente e possuem melhor capacidade de 

criopreservação quando comparadas as células tronco da medula óssea, por exemplo (Carvalho 

et al., 2008; Nakanishi et al., 2011). 

As CTM-TA podem ser extraídas tanto do tecido adiposo subcutâneo como do intra-abdominal 

também chamado de visceral pelo método enzimático com utilização de colagenase (Zuk et al., 

2001). Após o cultivo em meio indiferenciado, as CTM podem ser induzidas a diferenciação em 

determinadas linhagens celulares pela adição de meios de cultura específicos para cada linhagem 

como as linhagens osteogênica (de Girolamo et al., 2007), condrogênica (Ronziere et al., 2010) 

adipogênica (Qian et al., 2010), dentre outras. 

Sabe-se que a proliferação e a diferenciação tanto in vitro quanto in vivo das CTM em osteoblastos 

estão sob o comando de fatores como genes, contato físico com as células vizinhas, citocinas, 

microambiente (Iglézias, 2004), estímulo mecânico (Payushinaet al., 2006) e hormônios (Qu et 

al., 1998; Hughes et al., 2006; Boeloni et al., 2009). 
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Iniciada a diferenciação das CTM em pré-osteoblastos e osteoblastos, esses, sintetizam a matriz 

óssea que é formada de um componente orgânico, no qual, cerca de 90% é composto por colágeno 

tipo I e o restante por proteínas não colagênicas como fosfatase alcalina, osteocalcina, 

osteopontina, osteonectina e sialoproteína óssea e um componente inorgânico composto 

majoritariamente por cristais de hidroxiapatita (Roach, 1994).   

Durante o processo de diferenciação osteogênica, tanto in vitro quanto in vivo, são identificados 

genes relacionados à atividade proliferativa como c-fos, c-myc (Liu et al., 2003) e c-jun  (Stein et 

al., 1993), seguidos da expressão de genes Runx-2, BMP-2, BMP-4, osterix, sialoproteína óssea, 

fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, osteonectina, além de outras proteínas não 

colagênicas importantes para a mineralização da matriz óssea (Lindblad, 2001; Arrigoni et al, 

2009; Yang et al., 2016). 

In vitro, a diferenciação das CTM em osteoblastos é dependente das condições do meio de cultivo. 

É necessário um meio básico como o Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) acrescido 

de antibióticos, antifúngicos e 10% de soro fetal bovino (SFB) para garantir a proliferação das 

células, além da adição de dexametasona, β-glicerofosfato e ácido ascórbico para a diferenciação 

das mesmas (Payushina et al., 2006; Panetta et al., 2009). A dexametasona age como indutora da 

fase inicial da diferenciação (Panetta etal., 2009) enquanto o β-glicerofosfato e o ácido ascórbico 

são necessários para as fases mais tardias onde ocorre mineralização da matriz extracelular, uma 

vez que o ácido ascórbico é um co-fator na hidroxilação dos resíduos de lisina e de prolina do 

colágeno tipo I, aumentando a síntese de proteínas não colagênicas da matriz (Payushina et al., 

2006). 

Estudos in vitro já demonstraram que a adição de hormônios como a triiodotironina (T3) (Boeloni 

et al., 2009) e o estrógeno (Bland, 2000; Hong et al., 2007) aumentam a diferenciação osteogênica 

de CTM e que esse efeito é dose-dependente (Bland, 2000; Hong et al., 2007; Boeloni et al., 

2009). Sabe-se também que fatores de crescimento como o fator de crescimento fibroblástico-2 

(FGF-2) (Hughes et al., 2006; Ito et al., 2008), e o fator de crescimento epidermal (EGF)(Angel-

Mosqueda et al., 2015), quando adicionados em culturas de CTM, influenciam positivamente a 

diferenciação osteogênica dessas células. 

In vivo, a diferenciação osteogênica das CTM em osteoblastos é dependente de um macro 

ambiente onde se observa a ação direta de inúmeros fatores que influenciam o metabolismo ósseo, 

como a ação indireta advinda da associação entre esses fatores. 

Sabe-se que as proteínas morfogênicas do osso (BMP) são fatores importantes para o 

recrutamento de células osteoprogenitoras (Zhao et al, 2012). As BMPs são glicoproteínas 

pertencentes à família TGF-β envolvidas no recrutamento, proliferação e diferenciação de células 

osteoprogenitoras, sendo encontradas em grande quantidade na matriz mineralizada. Mesmo já 

tendo sido identificadas mais de 20 tipos de BMPs, as BMP 2, 4, 6, 7 e 9 são consideradas as mais 

importantes para a diferenciação das CTM. As BMPs 2 (Hanada et al., 1997) e 9 exercem efeito 

osteoindutivo, sendo importantes reguladoras do processo de reparação óssea além de 

estimularem a diferenciação de CTM (Zhao et al., 2012).  

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) atua no recrutamento de CTM, na formação 

e remodelação ósseas (Hughes et al., 2006; Li et al., 2014) e exerce efeito parácrino sobre o TGF-

β no controle da proliferação, diferenciação osteoblástica e na produção da matriz extracelular. O 

TGF-ß interage com receptores transmembrana serina/treonina quinase recrutando e estimulando 
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a proliferação das células osteoprogenitoras durante os estágios iniciais da formação óssea. 

(Hughes et al., 2006). 

Os hormônios também agem de forma fundamental na manutenção do metabolismo ósseo. Os 

hormônios tireoidianos, assim como os hormônios sexuais, controlam a expressão de genes nos 

osteoblastos aumentando a atividade da fosfatase alcalina, a produção de colágeno tipo I, das 

proteínas não colagênicas (Bland, 2000) e de fatores de crescimento semelhantes à insulina 

(Bilezikian et al., 1996) aumentando subsequentemente a síntese e a mineralização da matriz 

óssea (Allain et al., 1992). 

Outro hormônio cujo efeito no metabolismo ósseo vem sendo estudado é a prolactina. Estudo in 

vitro demonstrou que prolactina em concentrações que mimetizam os níveis alcançados no 

período lactacional, adicionada em culturas de osteoblastos, promoveu aumento da expressão de 

genes importantes na diferenciação osteogênica no início do processo, sugerindo um possível 

efeito dose e período-dependente (Seriwatanachai et al., 2009). Entretanto seu papel na 

diferenciação osteogênica das CTM não é conhecido, sendo esse um dos objetivos dessa 

dissertação. 
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CAPÍTULO 2 

Efeito da lactação na diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais 

do tecido adiposo de ratas 

Effect of lactation on osteogenic differentiation of rats adipose-derived mesenchymal 

stem cell 

RESUMO 

A lactação promove um quadro de hiperprolactinemia fisiológica que vem sendo considerada 

como causa de perda óssea em humanos e animais. Ratas em fase de lactação apresentam 

hipoplasia e hipotrofia osteoblásticas com consequente redução da massa óssea. Como os 

osteoblastos advém da diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais (CTM), o 

objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da lactação na diferenciação osteogênica das células 

tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas, a fim de verificar se as CTM estão 

envolvidas na gênese da osteopenia do período lactacional. O projeto foi aprovado pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo 378/2012). Foram utilizadas 10 ratas 

Wistar distribuídas em dois grupos: 1) controle e 2) lactante. Aos 30 dias de lactação, o grupo 2 

foi eutanasiado juntamente com o grupo controle e foi realizada a coleta de tecido adiposo visceral 

para extração das CTM. As células foram cultivadas em meio osteogênico por 7, 14 e 21 dias de 

diferenciação a 37C e 5% de CO2. Em cada período experimental foram realizados os testes de 

conversão do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina, síntese de colágeno, 

porcentagem de nódulos de mineralização e de células por campo e quantificação dos transcritos 

gênicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteína óssea, BMP-2 e 

colágeno tipo I por RT-PCR tempo real. Foi realizada ANOVA com comparação das médias pelo 

teste SNK. As diferenças foram consideradas significativas se p<0,05. O grupo lactante 

apresentou maior conversão do MTT em cristais de formazan aos 7, 14 e 21 dias e maior atividade 

da fosfatase alcalina e síntese de colágeno aos 14 dias de diferenciação. O grupo lactante 

apresentou maior porcentagem de nódulos de mineralização em relação ao grupo controle, porém 

com menor porcentagem de células. A lactação promoveu aumento da expressão de osteopontina 

em todos os tempos, e de sialoproteína aos 7 e 21 dias e BMP-2 aos 21 dias. No entanto, a lactação 

reduziu a expressão de osteocalcina em todos os períodos. Conclui-se que a osteopenia observada 

durante a lactação não é decorrente da redução da diferenciação osteogênica das CTM em células 

osteoprogenitoras, uma vez que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior potencial 

osteogênico caracterizado por aumento da síntese de matriz mineralizada e da expressão de 

proteínas colagênicas e não colagênicas da matriz. 

Palavras-chave: células tronco, lactação, prolactina, tecido adiposo, rata 

 

ABSTRACT 

 

Lactation induces a physiological hyperprolactinemia, which has been related to bone loss in 

human and animals. Lactating rats present osteoblastic hypoplasia and hypotrophy with reduced 

bone mass. As osteoblasts are derived from osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells 

(MSC), the objective of this study was to evaluate the effects of lactation on osteogenic 

differentiation of rats adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs), in order to verify if MSC 

are involved in genesis of the osteopenia in the lactation period.The project was approved by the 

Ethics Committee in Animal Experimenting at Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) 
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(protocol 378/2012). Ten Wistar rats were divided into two groups: 1) control, and 2) lactating. 

At 30 days of lactation, both groups were euthanized and samples of visceral adipose tissue were 

collected for ADSC extraction. ADSC was grown in a osteogenic medium for 7, 14 and 21 days. 

The tests of MTT conversion into formazan crystals, alkaline phosphatase activity, collagen 

synthesis, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification of genic 

transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2, and 

collagen I by RT-PCR real time were made. The means were compared by the SNK test and the 

differences were considered significant if p <0.05. The lactating group had an increase in the 

conversion of MTT into formazan crystals at 7, 14 and 21 days. Alkaline phosphatase activity and 

collagen synthesis in the lactating group were greater only at 14 days. The lactation group had a 

higher percentage of mineralization nodules than control group, and a decrease in the percentage 

of cells. Lactation promoted increased in osteopontin expression at all times, bone sialoprotein 

at 7 and 21 days and BPM-2 only at 21 days. However, lactation reduced the expression of 

osteocalcin in all periods. It is concluded that the osteopenia observed during lactation is not due 

to the reduction of the osteogenic differentiation of ADSCs in osteoprogenitor cells, since the cells 

of lactating rats presented a greater osteogenic potential characterized by an increase of the 

mineralized matrix synthesis and the expression of collagenic and non-collagenic proteins from 

the matrix 

 

Keywords: stem cell, lactation, prolactin, adipose tissue, rat 

 

INTRODUÇÃO 

A lactação é um evento fisiológicomarcado por mudanças hormonais e metabólicas maternas a 

fim de promover o desenvolvimento da glândula mamária e a produção de leite (Kirwan et al., 

2002). Na lactação, há o aumento das concentrações séricas de prolactina (PRL), levando a 

hiperprolactinemia (Hovey et al., 2000). Essa hiperprolactinemia fisiológica tem sido apontada 

como uma causa importante de diminuição da densidade mineral óssea e perda óssea em mulheres 

e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010; Suntornsaratoon et al., 2010). 

Dependendo do período lactacional, redução da densidade mineral óssea de 5% nas vértebras 

lombares e 2% no quadril (Moller et al. 2012) e perdas ósseas entre 0,4% a 7,5% em vértebras 

lombares,  2% a 5% no fêmur e 0,2% a 7% no rádio foram descritas (Karlsson, 2005). Entretanto, 

os resultados de pesquisa são contraditórios provavelmente pela heterogeneidade na idade dos 

indivíduos estudados, duração do período lactacional e pelo sítio ósseo analisado bem como os 

parâmetros utilizados para avaliação do metabolismo ósseo. 

Postula-se que a perda óssea advinda dessa hiperprolactinemia ocorra pelo aumento da reabsorção 

óssea mediada pela deficiência de estrógeno induzida pela hipersecreção de prolactina (Biller et 

al., 1992; Naliato et al., 2005). Porém, essa hipótese vem sendo contestada, uma vez que mulheres 

com hiperprolactinemia não apresentam melhora das alterações ósseas após restauração da função 

endócrina gonadal (Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992; Wardlaw eBilezikian, 1992; 

Deligeoroglou et al., 2010). Ao contrário, ratas ovariectomizadas tratadas com prolactina 

apresentaram aumento da densidade mineral óssea (Dolinska et al., 2010). 

O efeito da prolactina em culturas de osteoblastos, células responsáveis pela síntese de matriz 

óssea, também é contraditório ora induzindo aumento da expressão de genes da diferenciação 

osteogênica como o Runx-2, fosfatase alcalina e osteocalcina, ora induzindo diminuição dos 

mesmos genes, influenciando também na expressão de fatores osteoclastogênicos 
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(Charoenphandhu et al., 2008; Seriwatanachai et al., 2009; Wongdee et al., 2011). Esses 

resultados indicam que esse efeito contraditório e bidirecional da prolactina sobre o osso, seja 

dependente da concentração desse hormônio, do tempo e do tipo de célula onde ele está atuando. 

Ao final da lactação, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e 

hipotrofia osteoblásticas associada a hipoplasia da medula óssea (Serakides et al., 2008). Esse 

resultado sugere que, na lactação, possa haver comprometimento das células precursoras dos 

osteoblastos.Sabe-se que os osteoblastos se originam das células tronco mesenquimais (Clarke, 

2008) e a participação das CTM na gênese das doenças ósseas osteopênicas induzidas por 

endocrinopatias como o hipo e o hipertireoidismo já foi comprovada (Boeloni et al., 2009; 

Boeloni et al., 2010; Hell et al., 2011; Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b; Boeloni et al., 

2013c; Boeloni et al., 2015). Assim, a hipótese a ser testada é se o estado de hiperprolactinemia, 

decorrente da lactação promove redução da diferenciação osteogênica das células tronco 

mesenquimais em osteoblastos ocasionando ou contribuindo para a perda óssea observada em 

mulheres e animais. 

Durante a gestação, as mulheres apresentam aumento de gordura intra-abdominal (Straughen et 

al., 2013) que será utilizada como fonte de energia durante a lactação para a produção de leite 

(Lovelady et al., 2006). O tecido adiposo passa por diversas transformações metabólicas para 

suprir a demanda energética da fêmea durante a lactogênese e sabe-se que a prolactina possui 

atividade marcante no metabolismo lipídico (Campino et al., 1999). O tecido adiposo tem sido 

eleito como uma das principais fontes de CTM e essas, quando cultivadas in vitro, possuem maior 

taxa de proliferação e entram em senescência mais tardiamente quando comparadas as células 

tronco da medula óssea (Carvalho et al., 2008; Nakanishiet al., 2011). 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência da lactação no potencial de diferenciação 

osteogênica das células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de ratas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Extração e cultivo das células tronco mesenquimais do tecido adiposo de ratas lactantes em 

DMEM 

Foram utilizadas 10 ratas Wistar (Rattus norvegicus) adultas mantidas em caixas plásticas onde 

receberam ração comercial (1,4% de cálcio, 0,60% de fósforo e 22% de proteína) e água ad 

libitum. As ratas foram mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Após um 

período de adaptação, as ratas foram separadas em dois grupos experimentais: 1) controle (n=5) 

e 2) lactante (n=5). As fêmeas do grupo lactante foram submetidas diariamente à citologia vaginal 

(Marcondes et al., 2002) para verificar em qual fase do ciclo estral elas se encontravam. As que 

se apresentaram em proestro estro foram alojadas em caixas plásticas com ratos adultos por 12 

horas. Após as 12 horas, foram realizados esfregaços vaginais, diariamente. Após a cópula, as 

ratas foram alojadas em caixas separadas. As ratas de ambos os grupos foram eutanasiadas com 

sobredose de xilazina e quetamina sendo as ratas gestantes eutanasiadas no 30º dia de lactação 

juntamente com o grupo controle. Todos os procedimentos descritos foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) 

(protocolo 378/2012). 

Imediatamente após a eutanásia, a extração de células tronco mesenquimais do tecido adiposo 

(CTM-TA) foi realizada conforme protocolos já estabelecidos (Zuk  et  al.,  2002;  Gomide  et 
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al.,2011). O tecido adiposo visceral foi colhido assepticamente em fluxo laminar em Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Grand Island, N.Y., USA) acrescido de antibióticos e 

antimicóticos (gentamicina 60 µg/L, anfotericina B 25 µg/L, penicilina 100 U/mL e 

estreptomicina 100 µg/mL (Merck, Germany). O tecido foi cortado em pequenos fragmentos, 

transferido para um tubo contendo colagenase (Collagenase Type I, Gibco, Grand Island, N.Y., 

USA) 0,15% diluída em solução tampão de fosfato padrão (PBS) 0,15M e incubado por 60 

minutos a 37ºC e 5% de CO2, agitando-o a cada 15 minutos. Posteriormente foi realizada a 

centrifugação por 10 minutos a 1400g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspenso em DMEM enriquecido com antibióticos, antimicótico e 10% soro fetal bovino e 

cultivado em garrafas T75 (TPP – Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) em estufa 

a 37ºC e 5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana. 

 

Caracterização fenotípica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo 

Células cultivadas até a terceira passagem em DMEM foram tripsinizadas e centrifugadas a 1400g 

por 10 minutos. As células foram ressuspensas numa concentração de 1 x 106 células em PBS e 

transferidas para placas de 96 poços (TPP- Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) 

com anticorpo primário por 30 minutos a 4ºC. As células foram lavadas com PBS e incubadas 

com um anticorpo secundário com conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes, 

OR, USA) por 30 minutos a 4ºC. As amostras foram analisadas utilizando-se citômetro FACScan 

(Becton Dickinson, NY, USA) e os dados foram analisados utilizando Cellquest software Becton 

Dickinson. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-

CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse) 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Metodologia de acordo com (Boeloni et al., 2013a). 

 

Cultivo das CTM-TA em meio de diferenciação osteogênica  

Após o cultivo inicial em DMEM e quatro passagens com obtenção de confluência de 80 a 90%, 

as células aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuídas em placas de seis e 24 poços e em 

garrafas T25 (1x 104 células/cm³), de acordo com o ensaio a ser realizado. O meio básico foi 

substituído por meio osteogênico, que consistia em DMEM acrescido de antibióticos, 

antimicótico,10% de soro fetal bovino e enriquecido com ácido ascórbico (50µg/ml), β-

glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1µM). Após 7,14 e 21 dias de diferenciação, foram 

realizados os testes de conversão de MTT em cristais de formazan, a avaliação da porcentagem 

de nódulos de mineralização e de células/campo, bem como a expressão relativa dos transcriptos 

gênicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina óssea, BMP-2 e 

colágeno tipo I por RT-PCR em tempo real. 

 

Teste de redução do MTT em cristais de formazan 

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 104 CTM-TA/cm2  em placas de 24 poços 

com meio osteogênico. Ao final dos períodos experimentais de diferenciação, as culturas foram 

submetidas ao teste de conversão do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil 

tetrazolium]} em cristais de formazan. O meio foi substituído por 210 µL de meio osteogênico 

em cada poço e 170 µL de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi 

incubada por duas horas em estufa a 37oC e 5% de CO2. Os cristais de formazan foram observados 

ao microscópio antes do acréscimo de 210 µL de SDS (sódio dodecil sulfato) com 10% HCl que 
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permaneceu overnight em estufa a 37oC e 5% de CO2. Posteriormente, 100 µL/poço foram 

transferidos para placas de 96 poços para análise na leitora de placas com comprimento de onda 

de 595 nm. O teste foi realizado em seis repetições. 

 

Atividade de fosfatase alcalina 

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 104 CTM-TA/cm2  em placas de 24 poços 

com meio osteogênico. Ao final dos períodos experimentais de diferenciação, as culturas foram 

submetidas ao teste de atividade de fosfatase alcalina. Apos 7, 14 e 21 dias de diferenciação, as 

células foram lavadas em PBS 0,15M e em cada poço foram adicionados 200 µL da solução de 

BCIP/NBT (Zymed Laboratories, CA, USA). As culturas foram mantidas a 37° C e 5% CO2 por 

2 horas. Em seguida, 100 µL/poço foram transferidos para placas de 96 poços e o produto foi 

analisado a 595 nm. Foram determinados a média e desvio padrão para cada grupo experimental. 

O teste foi realizado em seis repetições. 

 

Porcentagem de nódulos de mineralização e porcentagem de células/campo 

Foram cultivadas 1 x 104 CTM/cm2 de cada grupo, em três repetições, sobre lamínulas estéreis 

dentro de placas de 6 poços com meio osteogênico durante 7, 14 e 21 dias. Ao término, os poços 

foram lavados em PBS, as lamínulas fixadas em paraformaldeído a 4% por 24 horas e 

posteriormente lavadas em água destilada. Depois de adicionada solução de nitrato de prata a 5% 

(Nitrato de prata P.A. LabSynth, São Paulo, Brasil) os poços foram expostos à luz por duas horas. 

As placas foram lavadas com água destilada e o nitrato de prata residual foi neutralizado por uma 

solução de tiossulfato de sódio a 5% (Tiossulfato de sódio P.A., LabSynth, São Paulo, Brasil). As 

células foram contra-coradas com eosina. Posteriormente, foi determinado o percentual de 

nódulos de mineralização e o número de células/campo com o auxílio de uma ocular micrométrica 

(Zeiss KPL, 10x), contendo uma gratícula com 121 pontos e objetiva de 10x em 40 campos 

tomados em toda a extensão da lamínula. A média e o desvio padrão foram determinados para 

cada grupo experimental. Os testes foram realizados em seis repetições. 

 

Quantificação relativa dos transcriptos gênicos da diferenciação osteogênica pelo RT- PCR  

tempo real 

A quantificação da expressão gênica relativa de fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, 

sialoproteina óssea, BMP-2, colágeno tipo I nas CTM-TA foi comparada entre os grupos 

experimentais aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação. A extração do RNA total das células foi feita 

em três garrafas T25 por grupo pelo uso do Trizol (Life Technologies, CA, USA). O método de 

extração consistiu de uma etapa inicial de lise e homogeneização da monocamada de células por 

cinco minutos à temperatura ambiente, para completa dissociação dos complexos 

nucleoproteicos. O lisado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL 

de clorofórmio, seguido de 10 segundos de homogeneização, três minutos de incubação à 

temperatura ambiente e centrifugação a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC, para separação em três 

fases, em que a fase incolor superficial continha RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi 

transferida para um novo tubo, com a adição de 0,5 mL de álcool isopropílico e incubação por 30 

minutos à temperatura de -80ºC, seguida de centrifugação a 12.000 g por 10 minutos a 4ºC para 

precipitação do RNA. O pellet foi, então, lavado com 1 mL de etanol a 75%, homogeneizado e 

centrifugado a 10.500 g por cinco minutos a 4ºC. O RNA foi solubilizado em água DEPC (água 

tratada com dimetilpirocarbonato, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) livre de RNAse, incubado a 
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56ºC em termobloco por 10 minutos e imediatamente armazenado a -80ºC. A concentração de 

RNA de cada grupo foi determinada pela leitura da absorbância a 260/280 nm por 

espectrofotometria. Foram realizadas as reações de transcrição reversa utilizando-se kit comercial 

(SuperScriptTM III Platinum® Two-StepqRT-PCR Kit with SYBR Green, 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 PCR em tempo real utilizando-se 2 µL de cDNA, 5 

pM de cada iniciador e 12,5 µL do reagente syber Green (SuperScriptTM III Platinum® Two-

StepqRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA) em um volume 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 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os iniciadores foram 

delineados com base na sequência do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressão gênica, 

a média e o desvio padrão foram determinados em quatro repetições para cada grupo experimental 

usando o método 2-∆∆CT, em que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados 

quantitativamente após a normalização baseada na expressão de gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) Rattus norvegicus.  

Tabela 1. Lista de genes e sequência de nucleotídeos dos primers para RT-PCR tempo real 

 
Genes Iniciadores (sequências de nucleotídeos 5’ a 3’) Nº acesso 

Fosfatase alcalina forward: CTAGTTCCTGGGAGATGGTA 

reverse: GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA 

NM 013059.1 

Osteopontina foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT 

reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA 

AB 001382 

Osteocalcina foward: CATCTATGGCACCACCGTTT 

reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG 

NM 013414.1 

Sialoproteína óssea foward: TGTCCTTCTGAACGGGTTTC  

reverse: CTTCCCCATACTCAACCGTG 

NM 012587.2 

BMP-2 foward: TAGTGACTTTTGGCC ACGACG 

reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG 

NM 017178 

Colágeno tipo I foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG 

reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG 

NM 000088 

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA 

NM 002046 

 

Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com fatorial 2x3 (dois grupos e três 

períodos). Realizou-se análise de variância (ANOVA) e para cada variável foram determinados a 

média e o desvio-padrão. As médias foram comparadas pelo teste de SNK (Student-Newman-

Keuls) utilizando o programa GraphpadInstat 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). 

As alterações na expressão medidas pelo RT-PCR tempo real foram comparadas pelo teste de 

SNK. Diferenças foram consideradas significativas se p < 0,05. 
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RESULTADOS 

Caracterização fenotípica das CTM-TA 

90,26% das células apresentaram expressão para CD90, 99,24% das células apresentaram 

expressão para CD73, 91,90% das células apresentaram expressão para CD54 e somente 3,04% 

das células apresentaram expressão para CD45. 

Conversão do MTT em cristais de formazan 

As células dos animais lactantes apresentaram maior conversão do MTT em cristais de formazan 

quando comparadas ao controle aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação (Figura 1). 

Atividade da fosfatase alcalina (BCIP/NBT) 

O grupo lactante demonstrou maior atividade de fosfatase alcalina em relação ao controle apenas 

aos 14 dias de diferenciação (Figura 1). 

Síntese de colágeno 

O grupo lactante demonstrou maior síntese de colágeno em relação ao controle apenas aos 14 dias 

de diferenciação (Figura 1). 

 

Figura 1. CTM-TA de ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação. (A) Redução 

do MTT em cristais de formazan (média ± desvio padrão). (B) Atividade de fosfatase alcalina 

(média ± desvio padrão). (C) Síntese de colágeno (média ± desvio padrão). *p < 0,05. 

 

Porcentagem de nódulos de mineralização e porcentagem de células/campo 
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A porcentagem de nódulos mineralizados por campo foi significativamente maior no grupo 

lactante comparado ao controle em todos os tempos experimentais. Entretanto, as células dos 

animais lactantes demonstraram menor porcentagem de células por campo em relação ao controle 

aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação (Figura 2). 

 

Figura 2. CTM-TA de ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação. (A) 

Porcentagem de nódulos mineralizados/campo (média ± desvio padrão). (B) Porcentagem de 

células/campo (média ± desvio padrão). *p < 0,05. 

Quantificação relativa dos transcritos gênicos da diferenciação osteogênica pelo RT-PCR tempo 

real 

A lactação promoveu aumento da expressão de osteopontina em todos os tempos e de 

sialoproteína aos 7 e 21 dias, e BMP-2 aos 21 dias. No entanto, a lactação reduziu a expressão de 

osteocalcina em todos os períodos, além de fosfatase alcalina aos 7 e 14 dias e não alterou a 

expressão de colágeno tipo I. 
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Figura 3. Quantificação relativa da expressão gênica (média ± desvio padrão) em CTM-TA de 

ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação.  (A) Osteopontina, (B) Sialoproteína 

óssea, (C) BMP-2, (D) Osteocalcina, (E) Fosfatase alcalina, (F) Colágeno tipo I. *p< 0,05. 

 

DISCUSSÃO 

No experimento realizado, a caracterização fenotípica demonstrou que a células cultivadas 

expressaram características compatíveis com células tronco mesenquimais, sendo que, os valores 

encontrados estão de acordo com aqueles recomendados pelo comitê da International Society for 

Cellular Therapy, descartando-se a possibilidade de que outros tipos celulares contidos no tecido 

adiposo como fibroblastos, células hematopoiéticas e células endoteliais (Dominici et al., 2006), 

tenham contaminado o cultivo de células tronco.  

A conversão do MTT em cristais de formazan no grupo lactante foi maior que o controle, em 

todos os tempos experimentais apesar da redução da celularidade da cultura aos 7, 14 e 21 dias 

de diferenciação quando comparados ao grupo controle. O MTT é um teste que avalia a 

viabilidade celular (Berridge et al., 2005), uma vez que a redução do MTT em formazan é 

dependente do metabolismo mitocondrial e da ação da enzima succinato desidrogenase (Berridge 

et al., 2005). Sabe-se que a principal fonte energética celular durante a lactação é proveniente do 
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tecido adiposo e queo aumento da concentração sérica de prolactina aumenta a taxa de lipólise 

corporal com consequente aumento da liberação de ácidos graxos. O maior efeito lipolítico da 

prolactina é claramente observado durante a lactação, período no qual a prolactina atinge seu pico 

(Flint et al., 1981; Carre e Binart, 2014). Essa maior disponibilidade de substrato energético para 

o metabolismo mitocondrial, durante a lactação, pode explicar a maior conversão do MTT em 

cristais de formazan quando comparado ao grupo controle mesmo com menor celularidade da 

cultura. 

Sobre a celularidade da cultura, postula-se que os processos de diferenciação e proliferação 

celular são eventos inversamente correlacionados (Matushansky et al, 2003). `A medida que as 

células vão se tornando mais diferenciadas, ocorrem mudanças tanto na demanda energética 

quanto na função celular, incitando complexas alterações de natureza gênica no processo de 

mitose, tornando esta função mais lenta e aumentando o intervalo entre os ciclos mitóticos, 

culminando em menor celularidade (Agathocleous e Harris, 2013). Assim, a menor celularidade 

do grupo lactante sugere uma fase de diferenciação osteogênica mais avançada, hipótese que pode 

ser reforçada pela maior síntese dos nódulos de mineralização. Entretanto, com base nos testes de 

MTT e celularidade, não é possível determinar se o menor número de células no grupo lactante 

foi decorrente de menor proliferação ou de maior apoptose celular. 

A atividade de fosfatase alcalina teve aumento no grupo gestante apenas aos 14 dias de 

diferenciação, enquanto a expressão do seu transcrito gênico foi reduzido aos 7 e 14 dias, 

igualando-se ao controle aos 21 dias. A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que está presente 

na membrana dos osteoblastos e participa da síntese e mineralização da matriz óssea (Vieira, 

1999). Coss et al (2000) e Seriwatanachai et al (2008) demonstraram que osteoblastos submetidos 

à ação direta da prolactina tem atividade de ALP reduzida. As diferenças apresentadas entre os 

resultados da atividade de ALP e sua expressão gênica na cultura das ratas lactantes podem ser 

explicadas uma vez que fatores relacionados a exportação do mRNA do núcleo para o citoplasma, 

estabilidade do mRNA e manutenção da sua integridade até o local de tradução, bem como fatores 

relacionados diretamente à própria tradução podem causar variações na tradução de um mRNA 

em proteína (Fabian et al., 2010). Fato é que, apesar da menor expressão do transcrito gênico para 

a fosfatase alcalina ter sido menor no grupo lactante quando comparado ao controle aos sete e 14 

dias, a atividade dessa enzima foi superior aos 14 dias de diferenciação. 

Fato semelhante pode ter ocorrido quanto à síntese do colágeno, maior constituinte da matriz, que 

foi maior aos 14 dias no grupo lactante, porém sem alteração da expressão do seu transcrito em 

todos os tempos analisados. Apesar disso, não houve comprometimento da formação de matriz 

pelas células dos animais lactantes, pelo contrário, houve maior formação de nódulos 

mineralizados neste grupo demonstrando maior síntese e mineralização da matriz.  

A lactação também influenciou positivamente a expressão de osteopontina, com maior expressão 

em todos os tempos analisados. A osteopontina é uma importante fosfoproteína, que possui 

domínios ligantes de cálcio, estando diretamente relacionada à mineralização da matriz (Sase et 

al., 2012). Charoenphandhu et al (2008) relataram não haver alteração da expressão gênica de 

osteopontina e osteocalcina em cultura de osteoblastos com adição de prolactina em doses que 

mimetizam a lactação. Ao contrário, em nosso estudo, a osteocalcina, uma proteína da matriz 

expressa mais tardiamente pelos osteoblastos,  teve sua expressão diminuida nos três tempos 

experimentais. Isso sugere que, fatores de crescimento,  como o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), que está aumentado em função da neovascularização da glândula mamária na 

lactação, possa estar atuando sinergisticamente com a prolactina in vivo, favorecendo a 
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diminuição da expressão gênica da osteocalcina (Strayhorn et al., 1999). Apesar dos diversos 

estudos sobre a osteocalcina na diferenciação osteogênica das células tronco, detalhes sobre sua 

regulação gênica permanecem ainda desconhecidos (Chen et al., 2011). Viereck et al (2002) 

demonstraram que pré-osteoblastos humanos cultivados com BMP-2, apresentavam diminuição 

da expressão gênica de osteocalcina. Em nosso estudo, a expressão de BMP-2 foi aumentada 

apenas aos 21 dias, porém, a expressão da osteocalcina pode já ter sido influenciada pela BMP-

2.  

A expressão de sialoproteína óssea aos 7 e 21 dias foi significativamente maior no grupo lactante. 

Sabe-se que a BMP-2 exerce importante efeito osteoindutivo, sendo uma das proteínas 

reguladoras da diferenciação de CTM em osteoblastos e mediadora da expressão de outras 

proteínas da matriz óssea, como a sialoproteína óssea (Hanada et al., 1997). 

Com isso, conclui-se que, apesar da lactação ser associada à redução da massa óssea, o mecanismo 

pelo qual essa osteopenia ocorre não é devido a redução da diferenciação osteogênica das CTM 

em células osteoprogenitoras, uma vez que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior 

potencial osteogênico caracterizado por aumento da síntese e mineralização da matriz e maior 

expressão de importantes transcritos como osteopontina, sialoproteína óssea e BMP-2. 
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CAPÍTULO 3 

Diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo cultivadas 

com diferentes concentrações de prolactina 

 

Osteogenic differentiation of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells cultured with 

different concentrations of prolactin 

 

RESUMO 
O objetivo foi avaliar o efeito in vitro da prolactina no potencial osteogênico de células tronco 

mesenquimais do tecido adiposo visceral (CTM-TA) de ratas. CTM-TA foram cultivadas em 

meio osteogênico com e sem adição de prolactina e distribuídas em três grupos: 1) CTM-TA 

(controle), 2) CTM-TA com adição de 100ng/mL de prolactina e 3) CTM-TA com adição de 

300ng/mL de prolactina. Aos 21 dias de diferenciação, foram realizados os testes de conversão 

do MTT em cristais de formazan, porcentagem de nódulos de mineralização e de células por 

campo e quantificação dos transcriptos gênicos para fosfatase alcalina, osteopontina, 

osteocalcina, sialoproteína óssea, BMP-2 e colágeno tipo I por RT-PCR tempo real. A adição de 

prolactina reduziu a conversão do MTT no grupo 3 e aumentou a porcentagem de células/campo  

nos grupos 2 e 3, porém sem aumentar significativamente a  porcentagem de nódulos de 

mineralização e a expressão dos transcritos gênicos para fosfatase alcalina, osteopontina, 

osteocalcina, sialoproteína óssea, BMP-2 e colágeno tipo I. Conclui-se que a adição de prolactina 

nas concentrações de 100ng/mL e 300ng/mL não altera a diferenciação osteogênica das CTM-TA 

de ratas apesar de aumentar a celularidade da cultura. 

 

Palavras-chave: células tronco, diferenciação osteogênica, prolactina, rata 

 

ABSTRACT 
The objective was to evaluate the in vitro effect of prolactin in osteogenic potential of 

mesenchymal stem cells of the visceral adipose tissue (CTM-TA) in female rats. CTM-TA was 

grown in a medium with and without the addition of prolactin and distributed into three groups: 

1) CTM-TA (control), 2) CTM-TA withadditionof 100ng/mLofprolactinand 3) CTM-TA 

withadditionof 300ng/mL of prolactin. At 21 days of differentiation, the tests of MTT conversion 

into formazan crystals, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification 

of genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2 

and collagen Iby RT-PCR real time were made. The addition of prolactin reduced the conversion 

of MTT in group 3 and increased the percentage of cells/field in the groups 2 and 3, however 

without significantly increasing the percentage of nodules of mineralization and the expression 

of the genic transcription for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, 

BMP-2 and collagen I. It is concluded that the addition of prolactin in concentrations of 

100ng/mL and 300ng/mL does not change the osteogenic differentiation of the CTM-TA of female 

rats despite of increasing the cellularity of the culture. 

 

Keywords:stem cells, osteogenic differentiation, prolactin, rat 

 

 

INTRODUÇÃO 

A hiperprolactinemia fisiológica que ocorre durante a gestação e a lactação vem sendo associada 

a perda óssea em mulheres e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010), 

com redução significativa da densidade mineral óssea. A redução da massa óssea observada em 
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mulheres gestantes varia de 2,1% a 9,4% na coluna; 0,9% a 3,9% no quadril e cerca de 2% a 4% 

no rádio (Karlsson et al., 2001). Na lactação, foram descritas perdas ósseas entre 0,4% a 7,5% 

nas vértebras lombares,  2% a 5% no fêmur e 0,2% a 7% no rádio (Karlsson et al., 2001; Karlsson 

et al., 2005). Mulheres jovens com altos níveis sanguíneos de prolactina apresentam densidade 

mineral óssea semelhante à das mulheres na pós-menopausa (Alder et al., 1998) e indivíduos com 

elevados níveis de prolactina, decorrentes de prolactinoma, também apresentam aumento do 

metabolismo ósseo com consequente perda óssea (Colao et al., 2000). Mas, é provável que o 

efeito da prolactina seja dependente das suas concentrações e do tipo celular sobre o qual esteja 

atuando. Pois ao contrário das pesquisas onde o aumento da prolactina está associado à osteopenia 

(Alder et al., 1998; Colao et al., 2000), células de osteossarcoma, que sabidamente apresentam 

receptores para prolactina, quando cultivadas com esse hormônio demonstram aumento da 

atividade osteoblástica (Bataille-Simoneau et al., 1996). 

A gênese da osteopenia decorrente da hiperprolactinemia ainda não foi totalmente elucidada. 

Estudos com adição de diferentes concentrações de prolactina em culturas de osteoblastos, células 

que expressam receptores para esse hormônio (Charoenphandhu et al., 2007), têm demonstrado 

resultados contraditórios, havendo ora aumento da expressão de genes da diferenciação 

osteogênica como Runx-2, fosfatase alcalina, osteocalcina e ora diminuição da expressão desses 

genes (Charoenphandhu et al., 2008; Seriwatanachai et al., 2009). Alguns pesquisadores 

demonstraram que a perda óssea devido ao aumento da reabsorção óssea, advindo da 

hipersecreção de prolactina, é mediado pela deficiência de estrógeno (Biller et al., 1992; Naliato 

et al., 2005). Mas, essa assertiva já foi contestada, uma vez que mulheres com hiperprolactinemia 

não apresentam melhora das alterações ósseas após restauração da função endócrina gonadal 

(Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). É possível que a osteopenia advinda do excesso 

de prolactina seja causada por redução da síntese de matriz óssea, uma vez que em ratas ao final 

da lactação, há hipoplasia e hipotrofia de osteoblastos (Serakides et al., 2008). Como os 

osteoblastos originam-se das células tronco mesenquimais (CTM), a redução do seu número nos 

ossos de ratas em lactação fomenta a hipótese deste estudo de que a osteopenia, advinda do 

excesso de prolactina, possa ser decorrente do seu efeito sobre a diferenciação osteogênica das 

células tronco mesenquimais. 

Vários estudos já demonstraram a participação das células tronco mesenquimais na gênese das 

osteopenias induzidas por endocrinopatias como o hipo e o hipertireoidismo (Boeloni et al., 2010; 

Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b; Boeloni et al., 2013c; Boeloni et al., 2015). Embora 

receptores para prolactina já tenham sido identificados em células tronco mesenquimais humanas 

(Ogheta et al., 2002) este parece ser o primeiro estudo que investigou os efeitos da prolactina na 

diferenciação osteogênica das CTM do tecido adiposo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar, sob a diferenciação osteogênica das CTM, duas concentrações da prolactina que 

mimetizam aquelas encontradas no sangue de ratas gestantes e lactantes a fim de inferir sobre a 

participação isolada deste hormônio nas CTM. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Extração e cultivo das células tronco mesenquimais do tecido adiposo em DMEM 

Foram utilizadas três ratas Wistar (Rattus norvegicus) com 45 dias de idade eutanasiadas com 

sobredose de uma associação de anestésico e tranquilizante (cloridrato de quetamina 40mg/kg e 

cloridrato de xilazina 10mg/kg) intraperitonial. Todos os procedimentos descritos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG) (protocolo 378/2012). 
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Imediatamente após a eutanásia, a extração de células tronco mesenquimais do tecido adiposo 

(CTM-TA) foi realizada conforme protocolos já estabelecidos (Zuk  et  al.,  2002;  Gomide  et 

al.,2011). O tecido adiposo visceral foi colhido assepticamente em fluxo laminar em Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Grand Island, N.Y., USA) acrescido de antibióticos e 

antimicóticos (gentamicina 60 µg/L, anfotericina B 25 µg/L, penicilina 100 U/mL e 

estreptomicina 100 µg/mL (Merck, Germany). O tecido foi cortado em pequenos fragmentos, 

transferido para um tubo contendo colagenase (Collagenase Type I, Gibco, Grand Island, N.Y., 

USA) 0,15% diluída em solução tampão de fosfato padrão (PBS) 0,15M e incubado por 60 

minutos a 37ºC e 5% de CO2, agitando-o a cada 15 minutos. Posteriormente foi realizada a 

centrifugação por 10 minutos a 1400g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspenso em DMEM enriquecido com antibióticos, antimicótico e 10% soro fetal bovino e 

cultivado em garrafas T75 (TPP – Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) em estufa 

a 37ºC e 5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana. 

 

Caracterização fenotípica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo 

Células cultivadas até a terceira passagem em DMEM foram tripsinizadas e centrifugadas a 1400g 

por 10 minutos. As células foram ressuspensas numa concentração de 1 x 106 células em PBS e 

transferidas para placas de 96 poços (TPP- Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) 

com anticorpo primário por 30 minutos a 4ºC. As células foram lavadas com PBS e incubadas 

com um anticorpo secundário com conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes, 

OR, USA) por 30 minutos a 4ºC. As amostras foram analisadas utilizando-se citômetro FACScan 

(Becton Dickinson, NY, USA) e os dados foram analisados utilizando Cellquest software Becton 

Dickinson. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-

CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse) 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). De acordo com a metodologia descrita por Boeloni et al., 

2013a. 

 

Cultivo das CTM-TA em meio de diferenciação osteogênica com e sem adição de prolactina 

Após o cultivo inicial em DMEM e quatro passagens com obtenção de confluência de 80 a 90%, 

as células aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuídas em placas de seis e 24 poços e em 

garrafas T25 (1x 104 células/cm³). O meio básico foi substituído por meio osteogênico, que 

consistia em DMEM acrescido de antibióticos, antimicótico, 10% de soro fetal bovino e 

enriquecido com ácido ascórbico (50µg/ml), β-glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1µM). 

Após a adição do meio osteogênico, foram constituídos três grupos experimentais com adição de 

diferentes concentrações de prolactina (Prolactin human, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA): 1) 

grupo CTM-TA (contole), 2) grupo CTM-TA com adição de 100ng/mL de prolactina e 3) grupo 

CTM-TA com adição de 300ng/mL de prolactina, cultivados em estufa com 5% CO2 a 37ºC. As 

concentrações de prolactina (PRL) foram determinadas conforme estudos realizados por 

Seriwatanachaiet al (2009) e Ritchie et al (1998) e são valores que mimetizam àqueles alcançados 

na gestação e lactação de ratas, respectivamente. Após 21 dias de diferenciação, foram realizados 

os testes de conversão de MTT em cristais de formazan, a avaliação da porcentagem de nódulos 

de mineralização e de células/campo, bem como a expressão relativa dos transcriptos gênicos para 

fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina óssea, BMP-2 e colágeno tipo I por 

RT-PCR em tempo real. 

 

Teste de redução do MTT em cristais de formazan 
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Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 104 CTM-TA/cm2  em placas de 24 poços 

com meio osteogênico, acrescido ou não de diferentes concentrações de prolactina (100ng/mL e 

300ng/mL). Ao final do período de 21 dias de diferenciação, as culturas foram submetidas ao 

teste de conversão do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]} em 

cristais de formazan. O meio foi substituído por 210 µL de meio osteogênico em cada poço e 170 

µL de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi incubada por duas horas 

em estufa a 37oC e 5% de CO2. Os cristais de formazan foram observados ao microscópio antes 

do acréscimo de 210 µL de SDS (sódio dodecil sulfato) com 10% HCl que 

permaneceu overnight em estufa a 37oC e 5% de CO2. Posteriormente, 100 µL/poço foram 

transferidos para placas de 96 poços para análise na leitora de placas com comprimento de onda 

de 595 nm. O teste foi realizado em triplicata. 

 

Porcentagem de nódulos de mineralização e porcentagem de células/campo 

Foram cultivadas 1 x 104 CTM/cm2 de cada grupo, em três repetições, em placas de 6 poços com 

lamínulas estéreis em meio osteogênico, acrescido ou não de diferentes concentrações de 

prolactina durante um período de 21 dias. Ao término, os poços foram lavados em PBS, as 

lamínulas fixadas em paraformaldeído a 4% por 24 horas e posteriormente lavadas em água 

destilada. Depois de adicionada solução de nitrato de prata a 5% (Nitrato de prata P.A. LabSynth, 

São Paulo, Brasil) os poços foram expostos à luz por duas horas. As placas foram lavadas com 

água destilada e o nitrato de prata residual foi neutralizado por uma solução de tiossulfato de sódio 

a 5% (Tiossulfato de sódio P.A., LabSynth, São Paulo, Brasil). As células foram contracoradas 

com eosina. Posteriormente, foi determinado o percentual de nódulos de mineralização e o 

número de células/campo com o auxílio de uma ocular micrométrica (Zeiss KPL, 10x), contendo 

uma gratícula com 121 pontos e objetiva de 10x em 40 campos tomados em toda a extensão da 

lamínula. A média e o desvio padrão foram determinados para cada grupo experimental. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

Quantificação relativa dos transcriptos gênicos da diferenciação osteogênica pelo RT- PCR 

tempo real 

A quantificação da expressão gênica relativa de fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, 

sialoproteina óssea, BMP-2, colágeno tipo I nas CTM-TA foi comparada entre os três grupos 

experimentais aos 21 dias de diferenciação. A extração do RNA total das células foi feita em três 

garrafas T25 por grupo, pelo uso do Trizol (Life Technologies, CA, USA). O método de extração 

consistiu de uma etapa inicial de lise e homogeneização da monocamada de células por cinco 

minutos à temperatura ambiente, para completa dissociação dos complexos nucleoproteicos. O 

lisado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio, 

seguido de 10 segundos de homogeneização, três minutos de incubação à temperatura ambiente 

e centrifugação a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC, para separação em três fases, em que a fase 

incolor superficial continha RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo, com a adição de 0,5 mL de álcool isopropílico e incubação por 30 minutos à temperatura de 

-80ºC, seguida de centrifugação a 12.000 g por 10 minutos a 4ºC para precipitação do RNA. O 

pellet foi, então, lavado com 1 mL de etanol a 75%, homogeneizado e centrifugado a 10.500 g 

por cinco minutos a 4ºC. O RNA foi solubilizado em água DEPC (água tratada com 

dimetilpirocarbonato, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) livre de RNAse, incubado a 56ºC em 

termobloco por 10 minutos e imediatamente armazenado a -80ºC. A concentração de RNA de 

cada grupo foi determinada pela leitura da absorbância a 260/280 nm por espectrofotometria. 
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Foram realizadas as reações de transcrição reversa utilizando-se kit comercial (SuperScriptTM III 

Platinum® Two-StepqRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA), sendo que se 

utilizou 1 µL de RNA total para a síntese de cDNA com um volume final de 20 µL. Realizaram-

se, ainda, as reações de PCR em tempo real utilizando-se 2 µL de cDNA, 5 pM de cada iniciador 

e 12,5 µL do reagente syber Green (SuperScriptTM III Platinum® Two-StepqRT-PCR Kit with 

SYBR Green, Invitrogen, CA, USA) em um volume 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 ciclos 

de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os iniciadores foram delineados com base na 

sequência do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressão gênica, a média e o desvio padrão 

foram determinados em triplicata para cada grupo experimental usando o método 2-∆∆CT, em 

que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente após a 

normalização baseada na expressão de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Rattus 

norvegicus.  

 

Tabela 1. Lista de genes e sequência de nucleotídeos dos primers para RT-PCR tempo real 
Genes Iniciadores (sequências de nucleotídeos 5’ a 3’) Nº acesso 

Fosfatase alcalina forward: CTAGTTCCTGGGAGATGGTA 

reverse: GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA 

NM 013059.1 

Osteopontina foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT 

reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA 

AB 001382 

Osteocalcina foward: CATCTATGGCACCACCGTTT 

reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG 

NM 013414.1 

Sialoproteína óssea foward: TGTCCTTCTGAACGGGTTTC  

reverse: CTTCCCCATACTCAACCGTG 

NM 012587.2 

BMP-2 foward: TAGTGACTTTTGGCC ACGACG 

reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG 

NM 017178 

Colágeno tipo I foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG 

reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG 

NM 000088 

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA 

NM 002046 

 

Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Realizou-se análise de variância 

(ANOVA) e para cada variável foram determinados a média e o desvio-padrão. As médias foram 

comparadas pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls) utilizando o programa Graphpad 

Instat 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). As alterações na expressão medidas pelo 

RT-PCR tempo real foram comparadas pelo teste SNK. Diferenças foram consideradas 

significativas se p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Caracterização fenotípica das CTM-TA 
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As células extraídas do tecido adiposo apresentaram características fenotípicas compatíveis com 

células tronco mesenquimais, ou seja, 90,26% das células apresentaram expressão para CD90,  

99,24% das células apresentaram expressão para CD73, 91,90% das células apresentaram 

expressão para CD54 e somente 3,04% das células apresentaram expressão para CD45. 

 

Conversão do MTT em cristais de formazan 

O grupo de CTM-TA diferenciado com adição de 300ng/mL apresentou menor conversão do 

MTT em relação ao controle.  O grupo 2 não apresentou diferença quando comparado ao grupo 

controle (Figura 1). 

 

Determinação da porcentagem de células/campo e de nódulos mineralizados 

A adição de prolactina no meio osteogênico promoveu efeito positivo aumentando 

significativamente a porcentagem de células nos grupos 100ng/mL e 300ng/mL em relação ao 

controle. Entretanto, não houve diferença na porcentagem de nódulos mineralizados entre os 

grupos que receberam prolactina e o controle (Figura 1). 

 
Figura 1. CTM-TA tratadas com diferentes doses de prolactina aos 21 dias de diferenciação. (A) 

Redução do MTT em cristais de formazan (média ± desvio padrão). (B) Porcentagem de nódulos 

mineralizados/campo (média ± desvio padrão). (C) Porcentagem de células/campo (média ± 

desvio padrão). *p < 0,05. 

 

Quantificação relativa dos transcriptos gênicos da diferenciação osteogênica pelo RT- PCR 

tempo real 

A adição de prolactina no meio osteogênico não alterou a expressão dos transcritos gênicos para 

fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina óssea, BMP-2 e colágeno tipo 1 

quando comparado ao grupo controle (Figura 2). 
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Figura 2. Quantificação relativa da expressão gênica (média ± desvio padrão) em CTM-TA 

tratadas com diferentes doses de prolactina aos 21 dias de diferenciação. (A) Fosfatase alcalina, 

(B) Osteopontina, (C) Osteocalcina, (D) Sialoproteína óssea, (E) BMP-2, (F) Colágeno tipo I. *p< 

0,05 . 

 

DISCUSSÃO 

A caracterização fenotípica demonstrou que as células utilizadas apresentaram características 

compatíveis com a de células tronco mesenquimais, ou seja, mais de 90% das células 

apresentaram expressão de superfície para CD90, CD73 e CD54 e menos de 5% apresentaram 

marcação para CD45 que é expresso em células hematopoiéticas. Esses resultados estão em 

conformidade com o que é preconizado pelo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of 

the International Society for Cellular Therapy garantindo que o experimento foi realizado com 

cultura de células tronco. Tal caracterização é importante, pois a fração estromal vascular extraída 

do tecido adiposo contém além das CTM-TA, outros tipos celulares como células endoteliais, 

fibroblastos e células hematopoiéticas (Dominici et al., 2006). 
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A prolactina na concentração de 300ng/mL reduziu a conversão do MTT em cristais de formazan 

mesmo tendo aumentado a celularidade, caracterizada pelo aumento da porcentagem de células 

por campo. O ensaio do dimetiltiazol (MTT) é um método colorimétrico quantitativo que baseia-

se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima ativa em mitocôndrias, em converter o 

sal hidrossolúvel de tetrazolium sendo um ensaio dependente do metabolismo mitocondrial. O 

ensaio de MTT tem sido utilizado para avaliar a viabilidade celular (Berridge et al., 2005), no 

entanto, no presente estudo não se pode dizer que a concentração de 300ng/mL de prolactina tenha 

reduzido a viabilidade celular, uma vez que a porcentagem de células/campo ao final dos 21 dias 

de cultivo, foi significativamente maior em comparação ao controle.  

A adição de prolactina na cultura de CTM-TA, nas duas concentrações estudadas, não alterou a 

expressão de transcritos gênicos da diferenciação osteogênica, bem como a formação dos nódulos 

mineralizados. Entretanto, mais estudos são necessários para verificar se a adição de prolactina in 

vitro não alteraria a produção da proteína resultante da expressão desses transcritos gênicos. Mas, 

é provável que não haja entre grupos diferença na expressão protéica também, uma vez que a 

síntese de matriz mineralizada não diferiu significativamente entre grupos. 

Os principais fatores que estimulam a diferenciação de CTM em células osteoprogenitoras vêm 

sendo estudados. Sabe-se que a proliferação e a diferenciação tanto in vitro quanto in vivo das 

CTM em osteoblastos estão sob o comando de vários fatores (Lindblad, 2001) como genes, fatores 

de crescimento, estímulo mecânico e alguns hormônios (Payushina et al., 2006). Esses fatores 

podem agir de forma direta ou indireta nas diversas fases da diferenciação osteogênica (Qu et al., 

1998; Hughes et al., 2006; Boeloni et al., 2009) e pouco ainda se sabe qual o papel da PRL em 

cada uma destas etapas e se tal ação é dose-dependente. Nossos resultados demonstram que a ação 

da prolactina in vitro sobre as CTM parece ser diferente da ação desse hormônio em culturas de 

osteoblastos, apesar de terem sido utilizadas concentrações similares de prolactina. A adição de 

prolactina nas concentrações de 100 e 300ng/mL aumentou a celularidade, mas não promoveu 

alterações significativas dos parâmetros que permitem avaliar a diferenciação osteogênica das 

CTM, o que sugere que a prolactina talvez estimule mais a atividade proliferativa do que a 

diferenciação osteogênica das CTM. No entanto, não se pode afastar que a redução da 

diferenciação osteogênica das CTM seja um dos mecanismos responsáveis pela redução da massa 

óssea observada nos períodos de hiperprolactinemia da gestação e lactação, uma vez que in vivo, 

a hiperprolactinemia pode ter efeito indireto sobre a diferenciação osteogênica das CTM por 

reduzir as concentrações de estrógeno, progesterona e gonadotrofinas, hormônios esses que têm 

ação direta e positiva sobre a diferenciação osteogênica das CTM(Quet al, 1998; Porter et al., 

2000; Dolinskaet al, 2010; Callies et al, 2014; Grachev et al., 2015).  

Conclui-se que a adição de prolactina nas concentrações de 100ng/mL e 300ng/mL não altera a 

diferenciação osteogênica das CTM-TA de ratas, apesar de aumentar a celularidade da cultura. 
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