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RESUMO 

 

 A relação entre os processos de osteogénese e angiogénese, regulada pelas 

interacções existentes entre as células osteoblásticas e as células endoteliais, 

respectivamente, é crucial para a manutenção da integridade do tecido ósseo. A 

formação óssea é sempre precedida pela invasão vascular, uma vez que a osteogénese 

ocorre na proximidade dos vasos sanguíneos recentemente formados. Desta forma, as 

propriedades anti-angiogénicas dos bifosfonatos (BPs) podem ter efeitos directos na 

actividade das células osteoblásticas, contribuindo para a diminuição da formação óssea. 

No entanto, o exacto mecanismo pelo qual os bifosfonatos afectam as interacções 

existentes entre estes dois processos no tecido ósseo é desconhecido. 

 No presente estudo, analisamos os efeitos do alendronato e do zoledronato no 

comportamento de células osteoblásticas e de células endoteliais humanas, em sistema 

de monocultura e co-cultura. 

 As células da linha osteoblástica humana MG63 e as células endoteliais 

humanas, provenientes da microvascularização dérmica (HDMECs), foram cultivadas 

durante 14 dias, em meio de cultura específico, na ausência (controlo) e na presença do 

alendronato e do zoledronato, nas concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M. Avaliou-

se a viabilidade/proliferação celular pelo ensaio colorimétrico MTT, o impacto dos 

compostos nas características fenotípicas celulares foi avaliado pela visualização 

celular, utilizando uma coloração imunofluorescente específica, seguida de análise por 

microscopia laser confocal (CLSM). Recorrendo à técnica de RT-PCR fez-se a 

caracterização das culturas quanto à expressão génica dos marcadores osteoblásticos 

ALP, BMP-2 e OPG, e dos marcadores endoteliais CD31 e CAD-VE. 

Os resultados obtidos demonstram que as células MG63 em monocultura 

apresentaram uma proliferação gradual e expressaram os marcadores associados ao 

fenótipo osteoblástico. As monoculturas de células endoteliais apresentaram um padrão 

de crescimento típico, com expressão da molécula de adesão CD31. As células MG63 e 

HDMECs em co-cultura apresentaram uma proliferação crescente e expressaram os 

marcadores associados ao fenótipo osteoblástico e endotelial. O alendronato e o 

zoledronato, em todas as concentrações testadas, não interferiram com a proliferação 

das células MG63, estimulando para as concentrações testadas (10
-12

 e 10
-6

 M), a 

expressão dos marcadores osteoblásticos. O mesmo padrão foi observado para a 
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proliferação das células endoteliais, no entanto, estes compostos causaram uma inibição 

da expressão dos seus marcadores. Em sistema de co-cultura, o alendronato e o 

zoledronato, causaram efeitos similares aos obtidos para as células osteoblásticas e para 

as células endoteliais, cultivadas individualmente. 

Assim, através da realização deste estudo, pode concluir-se que a inibição da 

expressão dos marcadores endoteliais estabelecidos, na presença de concentrações altas 

e baixas de alendronato e de zoledronato, pode constituir um mecanismo contributivo 

para a inibição da angiogénese, com eventuais repercussões no processo de formação 

óssea. Além disso, a exposição destes compostos em sistema de co-cultura de células 

osteoblásticas e células endoteliais, pode ser importante para clarificar os efeitos dos 

bifosfonatos na relação entre os processos de osteogénese e angiogénese, in vivo. 
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ABSTRACT 

 

 The interplay between osteogenesis and angiogeneses, regulated by the 

interactions between osteoblastic and endothelial cells, respectively, is extremely 

important to maintain skeletal integrity. Bone formation is always preceded by vascular 

invasion and osteogenesis occurs in the vicinity of the new blood vessels. Thus, the anti-

angiogenic properties of bisphosphonates may have direct effects on osteoblastic cells 

activity, decreasing bone formation events. However, the exact mechanism as 

bisphosphonates affect the interplay between these two processes in bone tissue is 

unknown. 

 This study describes the effects of alendronate and zoledronate on human 

osteoblastic and endothelial cells behavior, in monoculture and co-culture system. 

 MG63 osteoblastic-like cells and human dermal microvascular endothelial cells 

(HDMECs), were cultured for 14 days, in specific culture medium, in the absence 

(control) and in the presence of alendronate and zoledronate, 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M. 

Cell viability/proliferation was evaluated by the MTT colorimetric assay, the impact on 

phenotypic characteristics was assessed by cell visualization, using a specific 

immunofluorescent staining followed by confocal laser scanning microscopy (CLSM) 

and the gene expression characterization of osteoblast and endothelial-associated 

markers, ALP, BMP-2, OPG, CD31 and CAD-VE, was made by RT-PCR. 

 The results show that monocultures of MG63 cells proliferated gradually and 

expressed osteoblast-associated markers. Monocultures of endothelial cells presented a 

typical pattern of cell growth and expressed the adhesion molecule CD31. Co-cultures 

of MG63 and HDMECs showed an increased proliferation and expressed osteoblast and 

endothelial-associated markers. Alendronate and zoledronate, at all tested 

concentrations did not interfere with MG63 cells proliferation, however, at 

concentrations of 10
-12

 and 10
-6

 M stimulated the osteoblastic markers expression. The 

same pattern was observed for endothelial cells proliferation, however, these 

compounds caused inhibition of the endothelial markers expression. In co-culture 

system, alendronate and zoledronate caused similar effects to those obtained for 

osteoblastic and endothelial cells in individual cultures. 

 Thus, it can be concluded that the inhibition of the endothelial markers 

expression, in the presence of low and high concentrations of alendronate and 
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zoledronate, might be a contributing mechanism to an impairment of the angiogenesis, 

with an eventual repercussion in the bone formation process. Furthermore, these 

compounds exposure in co-culture system of osteoblastic and endothelial cells may be 

important to clarify the effects of bisphosphonates in the interplay between osteogenesis 

and angiogenesis in vivo.  
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 O tecido ósseo é um tecido conjuntivo que sofre processos de mineralização e 

calcificação, através da produção de uma matriz óssea formada pela deposição de 

minerais. Este tipo de tecido não é o único constituinte de formação óssea, sendo 

necessários para este processo o desenvolvimento de vasos sanguíneos, medula óssea, 

cartilagem, tecido adiposo, tecido nervoso e tecido conjuntivo fibroso (Saladin, 2003). 

 O osso desempenha funções de protecção, de suporte, de armazenamento de 

minerais e outras de substâncias utilizadas como fonte de energia e funções 

hematopoiéticas (Van de Graaf and Rhees, 2001; Seeley et al., 2004). 

 Pretendemos nesta breve revisão elucidar o estado da arte quanto à estrutura e 

desenvolvimento do osso. Nomeadamente, a sua classificação morfológica, anatomia, 

tecidos, células e matriz que o constituem, e o processo de remodelação e reparação a 

que tem de ser sujeito. Além disso, pretende-se compreender os efeitos dos 

bifosfonatos, fármacos utilizados no tratamento de doenças ósseas, na actividade das 

células ósseas e consequências nos processos de angiogénese e osteogénese.  

 

 

1.1. ESTRUTURA E DESENVOLVIMENTO DO OSSO 

 

1.1.1.  Classificação dos ossos 

 De acordo com a sua morfologia, os ossos podem ser classificados em 4 grupos: 

ossos longos, curtos, planos e irregulares (Figura 1.1) (Seeley et al., 2004). Os ossos 

longos têm uma estrutura longa mas fina, actuando como suporte muscular para os 

movimentos corporais. Os ossos curtos exibem uma forma regular, com as mesmas 

dimensões em comprimento e largura, encontrando-se nas zonas do corpo onde se 

realizam movimentos rotacionais. Os ossos planos, como o próprio nome indica, são 

ossos achatados e em muitos casos curvados, envolvem órgãos mais sensíveis e macios 

garantindo a sua protecção. Por fim, existem os ossos irregulares, que contrariamente 

aos outros grupos não apresentam uma estrutura característica (Saladin, 2003). 
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Figura 1.1- Esquema representativo da classificação morfológica dos ossos (Adaptado de Seeley et al., 

2004). 

 

1.1.2.  Anatomia do osso 

 O osso longo é o melhor exemplo para ilustrar os princípios fundamentais da 

anatomia do osso. Cada osso longo em crescimento é constituído por três componentes 

principais, epífises, diáfise e placas epifisárias de crescimento (Figura 1.2) (Seeley et 

al., 2001; Mader, 2004). 

 As epífises constituem as extremidades dos ossos longos. A superfície externa 

deste componente é formada por tecido ósseo compacto, podendo verificar-se a 

presença de cartilagem se for uma zona articulada. Internamente, as epífises são 

formadas por tecido ósseo trabecular, sendo as suas cavidades rodeadas por matriz óssea 

(Seeley et al., 2001; Tartaglia e Waugh, 2005). 

 A diáfise compreende toda a parte central do osso longo, entre as epífises, e é 

formada por uma cavidade medular central, preenchida por medula óssea e delimitada 

por tecido ósseo compacto (Seeley et al., 2001; Tartaglia e Waugh, 2005).  

 Estas cavidades existentes na superfície interna do osso, a cavidade medular da 

diáfise e pequenas cavidades do osso compacto e trabecular, são revestidas por uma fina 

camada de tecido conjuntivo, denominado de endósteo. Por sua vez, toda a superfície 

externa do osso, excepto as zonas com cartilagem, é revestida por um tipo especializado 

Osso longo 

Osso plano 

Osso irregular 

Osso curto 
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de tecido conjuntivo disposto em dupla camada, denominado de periósteo (Seeley et al., 

2001; Tartaglia e Waugh, 2005). 

 Para além das epífises e diáfise, os ossos em crescimento apresentam outro 

componente elementar, as placas epífisárias de crescimento. Estas localizam-se entre a 

epífise e diáfise, e são formadas por cartilagem hialina. O crescimento em comprimento 

desta cartilagem leva ao crescimento do osso. Quando este processo está concluído, 

ocorre a calcificação das placas de crescimento que passam a denominar-se de linhas 

epífisárias, também conhecidas como metáfises (Seeley et al., 2001; Tartaglia e Waugh, 

2005). 

 

Figura 1.2- Estrutura característica do osso longo demonstrando as epífises e a diáfise. Com o corte 

transversal, é possível visualizar as placas epífisárias de crescimento, osso trabecular, osso compacto, 

cavidade medular, periósteo, endósteo e a cartilagem articular (Adaptado de Saladin, 2003). 

 

1.1.3.  Histologia do tecido ósseo 

 

1.1.3.1. Osso compacto e trabecular 

 O tecido ósseo é composto por dois tipos de tecidos principais, o compacto e o 

trabecular. O osso compacto (Figura 1.3) constitui cerca de ¾ do esqueleto e está 

localizado na superfície externa do osso (Saladin, 2003; Trataglia e Waught, 2005). Este 
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tecido é formado por fibrilhas de colagénio e de minerais, incluindo o cálcio e o fosfato, 

densamente compactados, que formam camadas concêntricas da matriz óssea 

denominadas de lamelas. Entre as lamelas, formam-se lacunas onde se depositam os 

osteócitos (células do tecido ósseo) que comunicam entre si por canalículos que se 

estendem até ao canal central. Este complexo formado por lamelas e lacunas, constitui 

uma unidade cilíndrica denominada de osteónio ou sistema haversiano, em que o 

conjunto de várias unidades osteónicas forma o osso compacto. Em cada uma destas 

unidades, existe um canal central, também denominado de canal haversiano, por onde 

passam os vasos sanguíneos e os nervos que provêm do periósteo e se deslocam até este 

canal através dos canais de Volkman, cuja orientação é perpendicular ao canal central 

(Mader, 2004; Tartaglia e Waught, 2005). 

 O osso trabecular (Figura 1.3) constitui apenas ¼ do esqueleto e localiza-se na 

extremidade final dos ossos longos e no interior dos ossos irregulares e dos ossos planos 

(Saladin, 2003; Tartaglia e Waught, 2005). Este tipo de tecido, como o próprio nome 

indica, é formado por trabéculas, que são placas ósseas interligadas formadas por uma 

matriz óssea pobre e pouco organizada. As superfícies trabeculares, são rodeadas por 

uma camada de células ósseas (constituída por osteoblastos e alguns osteoclastos) e 

compostas por lamelas e lacunas contendo osteócitos, no entanto, os vasos sanguíneos 

não penetram nas trabéculas, levando a que a nutrição dos osteócitos seja 

exclusivamente realizada pelos canalículos. Ainda assim, as cavidades trabeculares são 

preenchidas por vasos sanguíneos e medula óssea (Seeley et al., 2004; Tartaglia e 

Waught, 2005). 

 As diferenças estruturais apresentadas por estes dois tipos de tecido, a nível da 

distribuição espacial das células, da densidade da matriz mineralizada, da distribuição 

dos vasos sanguíneos e da área ocupada pela medula óssea, são responsáveis pelas 

diferenças funcionais que cada um desempenha. O osso compacto exerce funções 

mecânicas e de protecção, enquanto o osso trabecular é responsável pelas funções 

metabólicas, auxiliando também o osso compacto nas suas funções de suporte, uma vez 

que este tem a capacidade de orientar a direcção das linhas de tensão ósseas 

responsáveis pelo suporte do peso corporal (Vieira, 1999, Marks e Hermay, 1996; 

Seeley et al., 2001; Tortora e Derrickson, 2009). 
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Figura 1.3- Anatomia detalhada do osso compacto e trabecular. No osso compacto é possível visualizar o 

osteónio, formado por lamelas, lacunas contendo osteócitos, e um canal central com vasos sanguíneos, e o 

canal de Volkman, orientado perpendicularmente ao canal central. No osso trabecular são observadas as 

trabéculas com a sua estrutura desorganizada (Adaptado de Mader, 2004). 

 

1.1.3.2. Células do tecido ósseo 

 O tecido ósseo seja ele trabecular ou compacto, é composto por células e matriz 

extracelular (MEC) óssea.  

 Existem quatro tipos diferentes de células do tecido ósseo: os osteoblastos, os 

osteoclastos, as células de revestimento, presentes na superfície dos ossos, e os 

osteócitos, presentes no interior da matriz mineralizada (Marks e Hermey, 1996). Cada 

uma destas células apresenta diferentes funções e origens. Os osteoblastos, os osteócitos 

e as células de revestimento têm origem em células indiferenciadas, denominadas de 

células osteoprogenitoras ou células osteogénicas (Figura 1.4), que se localizam no 

interior do periósteo, endósteo e canais centrais dos osteónios que formam o osso 

compacto. Estas células têm uma grande capacidade de diferenciação, podendo 

diferenciar-se em várias linhas celulares do estroma da medula óssea, incluindo em 

osteoblastos (Saladin, 2003; Mader, 2004). Para tal, existem sistemas reguladores, como 

os factores de crescimento e transformação beta (TGF-β) e proteínas morfogenéticas 

ósseas (BMPs), que estimulam a sua diferenciação em osteoblastos (Dos Santos et al., 

2005; Iwata et al., 2010). 
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 Os osteoblastos apresentam uma estrutura característica de células responsáveis 

por síntese proteica, com um retículo endoplasmástico bem desenvolvido, muitos 

ribossomas e um complexo de Golgi proeminente (Mader, 2004; Seeley, 2004; Aubin, 

2008). Estas células dispõem-se de forma alinhada no endósteo e na superfície interna 

do periósteo, e aquelas que se localizam na superfície do osso mostram uma estrutura 

semelhante ao endotélio cuboide (Saladin, 2003). 

 Os osteoblastos são células de extrema importância no desenvolvimento e na 

reparação do osso, uma vez que são responsáveis pela osteogénese (Seeley et al., 2004; 

Tartaglia e Waugh, 2005). Produzem colagénio tipo I e outras proteínas não 

colagénicas, armazenadas em vesículas do complexo de Golgi, formando a matéria 

orgânica do osso ou osteóide, que é depois libertada para o exterior celular por 

exocitose. Além disso, estas células também contêm vesículas que acumulam iões de 

cálcio (Ca
2+

), fosfato (PO4
3-

) e outras enzimas, que vão originar a matéria inorgânica, 

igualmente libertada para o exterior por exocitose. Os componentes do osteóide 

intervêm na cristalização da matéria inorgânica, levando à formação dos cristais de 

hidroxiapatite. Como resultado deste processo, ocorre a formação da matriz extracelular 

óssea, onde os osteoblastos são os principais promotores de calcificação (Seeley et al., 

2004; Aubin, 2008; Tortora e Derrickson, 2009).  

 Quando a matriz extracelular óssea é depositada em torno dos osteoblastos 

activos, estes são convertidos em osteócitos (Figura 1.4) (Tortora e Derrickson, 2009). 

Os osteócitos são células diferenciadas que não têm capacidade de divisão celular, no 

entanto, quando necessário estas retomam a forma osteoblástica para reparação óssea. 

São denominados de osteoblastos maduros e vistos como as principais células do osso 

maduro, uma vez que são responsáveis pela manutenção da matriz óssea formada 

(Tartaglia e Waugh, 2005; Klein-Nulend e Bonewald, 2008).  

 Ultraestruturalmente os osteócitos, são células arredondadas, com um núcleo 

oval, com pouco citoplasma, um complexo de Golgi pequeno, um retículo 

endoplasmástico pouco rugoso e apresentam mais lisossomas que os osteoblastos, 

devido à sua actividade fagocítica (Klein-Nulend e Bonewald, 2008). Estas células 

alojam-se em cavidades denominadas de lacunas que se estendem umas às outras 

através de canalículos. Cada osteócito contém prolongamentos citoplasmáticos que se 

deslocam nessas lacunas, permitindo a comunicação celular e partilha de informação 

entre osteócitos vizinhos. Através deste processo, os osteócitos tornam-se capazes de 

repartir nutrientes e minerais, nomeadamente cálcio e fosfato, bem como eliminar 
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resíduos e recolher substâncias dos vasos sanguíneos mais próximos, garantindo a 

manutenção da matriz (Saladin, 2003; Tartaglia e Waugh, 2005; Tortora e Dirrickson, 

2009). 

 Os osteócitos também funcionam como sensores que detectam a ocorrência de 

danos no tecido ósseo, comunicando através dos seus filamentos citoplasmáticos com os 

osteoblastos de superfície óssea, para que estes iniciem o processo de formação óssea e 

simultaneamente, sinalizam os osteoclastos para o processo de reabsorção (Saladin, 

2003). 

 

 

Figura 1.4- Esquema ilustrativo da linhagem osteoblástica. As células osteoprogenitoras dão origem aos 

osteoblastos que depositam em torno de si a matriz óssea convertendo-se em osteócitos (Adaptado de 

Saladin, 2003). 

 

 A partir das células osteoprogenitoras também são originadas as células ósseas 

de revestimento. Estas células, de estrutura lisa e alongada, estão localizadas nas 

superfícies ósseas que não estão sob processos activos de formação ou reabsorção óssea, 

sendo consideradas células inactivas, facto que leva a que ultraestruturalmente 

apresentem poucos organelos citoplasmáticos (Marks e Hermey, 1996). 

 No entanto, num estudo in vitro realizado por Everts et al., verificaram a 

capacidade destas células mediarem e conduzirem a actividade dos osteoblastos e 

osteoclastos. Após ocorrer o processo de reabsorção óssea pelos osteoclastos, as lacunas 

de reabsorção (lacunas de Howship) permaneciam com restos de colagénio não 

mineralizado que não havia sido digerido. Esse colagénio não mineralizado era então 

digerido na membrana plasmática das células de revestimento, com intervenção das 

metaloproteínases de matriz (MPMs), permitindo a limpeza do local de reabsorção. De 

seguida, as células de revestimento produziam as chamadas ―placas de cimento‖ onde 

depositavam novos filamentos colagénicos, permitindo o desencadeamento da formação 

de nova matriz óssea pelos osteoblastos. Após concluída a sua actividade, as células de 

revestimento restabeleciam a sua localização original (Everts et al., 2002). 

Células Osteoprogenitoras Osteoblastos Osteócitos 
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 Os osteoclastos (Figura 1.5) são as células ósseas responsáveis pelo processo de 

reabsorção óssea, podendo ser encontrados nas superfícies ósseas e no endósteo 

(Tartaglia e Waugh, 2005; Tortora e Derrickson, 2009). Estas originam-se a partir de 

células percursoras da medula óssea, as mesmas células que originam os monócitos 

sanguíneos, e é a fusão de múltiplas células estaminais descendentes que leva à 

formação de osteoclastos gigantes e multinucleados (cerca de 150 µm de diâmetro), 

geralmente com 3 a 4 núcleos, podendo no entanto, apresentar mais de 50. O facto de 

estas serem células de reabsorção, faz com que apresentem múltiplos lisossomas e 

vacúolos fagocíticos. A superfície osteoclástica que contacta com a superfície óssea a 

ser reabsorvida é formada por uma membrana plasmática, denominada de “ruffled 

border”, com muitas projecções que aumentam a superfície de contacto com o osso. 

Através destas projecções são libertados iões de hidrogénio e enzimas lisossomais, que 

desenvolvem um ambiente ácido que promove a descalcificação da matriz óssea seguida 

pela sua digestão proteica. Alguns dos produtos degradados são então endocitados e 

transportados pelos osteoclastos (Van de Graaff e Rhees, 2001; Saladin, 2003; Seeley et 

al., 2004; Tortora e Derrickson, 2009). 

 Os osteoblastos também podem auxiliar os osteoclastos no processo de 

reabsorção, pela produção de proteínas que quebram a matriz, permitindo aos 

osteoclastos acederem directamente à matriz mineralizada e promoverem uma 

reabsorção por contacto mais eficiente (Seeley et al., 2004). 

 

 

 

Figura 1.5- Imagem ilustrativa de uma célula osteoclástica multinucleada demonstrando o seu domínio 

membranar específico – ruffled border (Adaptado de Bartl et al., 2007a e Tortora e Derrickson, 2009). 

 

1.1.3.3. Matriz extracelular óssea 

O osso é formado por uma matriz extracelular abundante que rodeia e separa as 

células do tecido ósseo. Esta é constituída por 1/3 matéria orgânica e por 2/3 matéria 

inorgânica (Saladin, 2003; Tortora e Derrickson, 2009). 

Núcleo 
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 A componente orgânica é conhecida como osteóide e inclui o colagénio e outros 

complexos proteicos não colagénicos, glicoproteínas, proteoglicanos, factores de 

crescimento, citocinas, hormonas e vitaminas. A componente inorgânica é formada por 

sais minerais, principalmente cálcio e fosfato, que se combinam para formar cristais de 

hidroxiapatite. É da combinação da componente orgânica com a componente inorgânica 

do osso que se definem as suas características funcionais. As substâncias orgânicas, 

principalmente o colagénio, contribuem para a estrutura e flexibilidade do osso, através 

da formação de linhas de tensão que conferem elasticidade óssea. Os sais inorgânicos 

são responsáveis pelo desenvolvimento da dureza e da resistência do osso que lhe 

permite a realização do suporte corporal (Marieb e Hoehn, 2007). 

 

1.1.3.3.1. Matéria orgânica 

O principal constituinte orgânico da matriz óssea é o colagénio. Inicialmente, 

julgava-se que o processo de calcificação ocorria apenas devido à presença de 

quantidade suficiente de sais minerais que cristalizavam. No entanto, actualmente é 

reconhecido o papel fundamental desempenhado pelas fibrilhas de colagénio. Estas 

fibrilhas proteicas são formadas com o objectivo de desenvolver as estruturas onde os 

sais minerais inorgânicos se depositam para cristalizar. Quando estas estruturas estão 

totalmente preenchidas os cristais começam a acumular-se em torno das fibrilhas, 

formando a matriz extracelular óssea. As fibrilhas de colagénio resultam da acção 

conjunta de vários tipos de colagénio, o colagénio tipo I, II, III, V, XI, XXIV e XXVII, 

que se organizam em fibrilhas cuja principal característica é a de conferir elasticidade 

ao tecido tornando o osso menos denso. De todos os tipos de colagénio fibrilhar, aquele 

que é mais abundante na matriz óssea, é o colagénio tipo I, tornando-o um importante 

marcador de diferenciação das células osteoblásticas (Bou-Gharios e Crombrugghe, 

2008; Tortora e Derrickson, 2009; Notarnicola et al., 2011). 

Como parte integrante da matéria orgânica, existem os complexos proteicos não 

colagénicos. Constituintes de uma pequena porção da fracção orgânica da matriz, estas 

proteínas são responsáveis por promover e controlar a actividade das fibrilhas de 

colagénio bem como o processo de cristalização dos minerais inorgânicos (Prasad et al., 

2010).  

Os factores de crescimento, as citocinas, as hormonas e as vitaminas (Tabela 

1.1) actuam na regulação da síntese do colagénio tipo I pelas células osteoblásticas. 
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Estas proteínas podem intervir directamente na síntese colagénica, ou indirectamente, 

actuando na secreção de factores que por sua vez afectam directamente essa síntese. 

Os factores de crescimento são produzidos e secretados pelas células 

osteoblásticas e estimulam a sua diferenciação, proliferação e migração. Estes factores 

aumentam e regulam a síntese e expressão do colagénio tipo I, estimulando a formação 

da matriz extracelular óssea (Feres-Filho et al., 1995; Kawase et al., 2003; Salgado, et 

al., 2004; Jeong et al., 2009; Rey-Rico et al., 2011). 

As citocinas são maioritariamente produzidas e libertadas por células 

inflamatórias, mas também podem ser libertadas pelos osteoblastos. Inibem as funções 

osteoblásticas e estimulam as funções osteoclásticas, favorecendo a destruição da matriz 

(Pischon et al., 2004; Tanabe et al., 2004; Koyama et al., 2008). 

As hormonas e vitaminas apresentam receptores nas células osteoblásticas e 

inibem a produção do colagénio tipo I pelos osteoblastos (Bedalov et al., 1998; 

Bogdanovic et al., 2000; Van Driel et al., 2006). 
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Tabela 1.1- Factores de crescimento, citocinas, hormonas e vitaminas envolvidas na síntese do colagénio 

tipo I e produção da matriz extracelular óssea. 

 

As glicoproteínas e os proteoglícanos (Tabela 1.2) são as proteínas não 

colagénicas mais abundantes da matéria orgânica óssea. Estes complexos proteicos 

actuam na formação das fibrilhas de colagénio, que servem de base para a deposição 

dos cristais de hidroxiapatite, permitindo desta forma a formação da matriz extracelular 

óssea. 

 

Proteínas não-colagénicas Funções /Efeitos Autores 

F
a

ct
o

re
s 

d
e 

C
re

sc
im

en
to

 

TGF-β 

 Inibe a acção de colagenáses que degradam o colagénio; 

Estimula a síntese de inibidores de metaloproteínases 

(TIMPS), diminuindo a degradação da matriz; 

Estimula a actividade da enzima lisil-oxidase que promove a 

ligação das fibrilhas de colagénio; 

Activa e controla a expressão génica do colagénio tipo I 

durante o desenvolvimento embrionário; 

Niederreither et al., 

1992; Feres-Filho 

et al., 1995; Leask 

e Abraham, 2004; 

Iwata et al., 2010  

 BMP-2/7 
 Aumentam a expressão de outras proteínas não colagénicas 

envolvidas na formação da matriz óssea; 

Granjeiro, 2005; 

Hu et al., 2010; 

Prasad et al., 

2010; Rey-Rico et 

al., 2011 

Factor de crescimento 

fibroblástico-2 

(FGF-2) 

    

Acumula-se na matriz extracelular óssea; 

 

Shionoaka et al., 

2002; Ko e Kay, 

2005; Jeong et al., 

2009; Li et al., 

2011 

Factores de crescimento 

do tipo insulina-I/II 

(IGF-I/II) 

Constituem os factores de crescimento mais abundantes da 

matriz, regulando a densidade mineral; 

Salgado, et al., 

2004; Notarnicola 

et al., 2011 

Factor de crescimento 

derivado de plaquetas 

(PDGF) 

Acumula-se na matriz extracelular óssea; 

Kawase et al., 

2003; Young et al., 

2010 

 

C
it

o
ci

n
a

s 

 

Factor de necrose 

tumoral-α 

(TNF-α) 

Inibe a produção de colagénio tipo I e outros componentes da 

matriz;      

Aumenta a produção de colagenáses; 

Inibe ou degrada a produção da enzima lisil-oxidase; 

Iraburu et al., 

2000; Pischon et 

al., 2004;  Koyama 

et al., 2008 

Interleucina-1 

(IL-1) 

Diminui a produção do colagénio tipo I nos osteoblastos, 

inibindo a formação da matriz; 

Tanabe et al., 

2004; Koyama et 

al., 2008 

H
o

rm
o

n
a

s 

Hormona paratiroide 

(PTH) 
Diminui os níveis do mRNA pró-colagénico; 

Bogdanovic et al., 

2000; Shinoda et 

al., 2010 

 

V
it

a
m

in
a

s 

 Vitamina D3 

(1,23(OH)2D3) 
Inibe a transcrição do colagénio tipo I; 

Bedalov et al., 

1998; Van Driel et 

al., 2006 
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Tabela 1.2- Proteoglicanos e glicoproteínas que induzem a formação das fibrilhas de colagénio 

responsáveis pelo desenvolvimento de ―scaffolds‖ de suporte dos cristais de hidroxiapatite.  

 

 

1.1.3.3.2. Matéria inorgânica 

A matéria inorgânica da matriz óssea é maioritariamente formada por sais 

minerais que cristalizam. Os minerais mais abundantes são o cálcio e o fósforo, que 

juntamente com uma pequena percentagem de hidróxido de cálcio, se combinam 

formando cristais de hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) densamente empacotados. Em 

torno destes cristais, forma-se uma camada de hidratação, através da qual ocorre a troca 

de iões entre os cristais inorgânicos e os fluidos corporais. Para além dos cristais de 

hidroxiapatite, também os minerais bicarbonato de cálcio, citrato, magnésio, potássio e 

sódio se juntam na formação da matriz inorgânica, a qual é depositada no interior e em 

torno da matriz colagénica, resultando na formação da matriz extracelular óssea 

(Tortora e Derrickson, 2009; Mescher, 2010). 

 

1.1.4.  Remodelação/reparação óssea 

Quando o organismo completa a fase de crescimento e entra na fase de 

envelhecimento, o tecido ósseo vai perdendo a sua rigidez e flexibilidade, devido a 

Proteínas não-colagénicas Funções /Efeitos Autores 

P
ro

te
o

g
li

ca
n

o
s 

Decorina 
Proteoglicanos presentes em maior quantidade na 

formação da matriz; 

Regulados pelas células de linhagem osteoblástica; 

Ligam-se ao colagénio actuando na formação fibrilhar; 

Participam como nucleadores na precipitação dos cristais 

de hidroxiapatite; 

Schonherr et al., 

1995; Corsi et 

al., 2002; 

Waddington et 

al., 2003; Milan 

et al., 2004;  

Bonewald, 2006  

Biglicano 

G
li

co
p

ro
te

ín
a

s 

Fosfatase alcalina 

(ALP) 
Segregadas pelas células osteoblásticas; 

 

Capacidade de ligação aos iões de cálcio, sendo seus 

possíveis transportadores; 

 

Grande afinidade para os cristais de hidroxiapatite, 

actuando como mediadores da sua deposição para 

formação da matriz; 

 

Apresentam um aumento da actividade quando se produz 

a matriz colagénica e se inicia o processo de 

mineralização; 

Stubbs et al., 

1997; Vieira, 

1999; Ramstad 

et al., 2003  

Hu, 2010 

Osteocalcina 

(OC) 

Osteonectina 

(ON) 

Glicoproteínas RGD: 

 

- Osteopontina (OPN/BSP-I); 

- Sialoproteína óssea (BSP-II); 
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alterações na matriz óssea e perda de minerais, que tornam o osso mais susceptível 

fracturas e lesões. No entanto, devido à sua capacidade de auto-remodelação, estes 

efeitos podem ser contrariados, tornando-se apto a reparar lesões como o desgaste ósseo 

e macro/microfracturas. Assim, o processo de remodelação/reparação óssea, permite 

regular e reparar o esqueleto, preservando a sua integridade e funcionalidades (Perez-

Amodio et al., 2004; Bartl et al., 2007a). 

Cada processo fisiológico de remodelação óssea tem um princípio e fim 

definidos, que consiste em remover o tecido ósseo danificado e substitui-lo por novo 

tecido elástico ósseo em iguais proporções, sendo os principais intervenientes deste 

processo os osteoclastos (células de reabsorção óssea), os osteoblastos (células de 

formação óssea) e as células endoteliais (células de formação dos vasos sanguíneos). A 

actividade combinada destas células forma as unidades de remodelação óssea (UROs) 

ou unidades multicelulares ósseas (UMOs), responsáveis pela manutenção diária do 

osso (Migliorati et al., 2005a; Bartl et al., 2007a). 

Os dois eventos responsáveis pela remodelação/reparação óssea, estão 

intimamente interligados, pois os produtos proteicos resultantes do processo de 

osteoblastogénese determinam a ocorrência do processo de osteoclastogénese, assim 

como os produtos osteoclásticos de reabsorção óssea determinam o volume ósseo a ser 

formado pelos osteoblastos (Seeman, 2008).  

Os produtos proteicos dos osteócitos também desempenham um papel pivô na 

iniciação do ciclo de remodelação/reparação óssea, actuando na actividade das células 

percursoras osteoblásticas e osteoclásticas para a sua diferenciação em osteoblastos e 

osteoclastos respectivamente, e como sinalizadores para a finalização do ciclo quando 

fagocitados pelos osteoclastos que reabsorvem a matriz (Seeman, 2008). 

O ciclo de remodelação óssea ocorre em duas mineralizações. A primeira 

mineralização ocorre em cerca de 10 dias e inicia-se após a diferenciação das células 

percursoras em osteoclastos activos, que são recrutados para o local de reabsorção onde 

reabsorvem o osso danificado formando uma cavidade ou fissura de reabsorção. Quando 

a sua actividade está completa, ocorre regressão ou apoptose osteoclástica e os detritos 

que permanecem na cavidade são captados pelas células de revestimento. 

Seguidamente, as células osteoprogenitoras diferenciam-se em osteoblastos activos que 

produzem o osteóide e o depositam na cavidade de reabsorção. Os minerais inorgânicos 

concentram-se então no interior das fibrilhas de colagénio cristalizando. Entretanto, os 

osteoblastos tornam-se quiescentes, podendo morrer por apoptose ou convertem-se em 
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osteócitos ou células de revestimento. A segunda mineralização prolonga-se por cerca 

de 6 meses e diz respeito à deposição dos restantes minerais na matriz. Cada ciclo de 

remodelação/reparação óssea, formado por milhões de células ósseas em constante 

actividade, é denominado de unidade estrutural óssea (UEO) e é a actividade diária de 

milhões destas unidades que mantêm a integridade e a estrutura do esqueleto ao longo 

da vida (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006; Bartl et al., 2007a). 

 

1.1.4.1. Reguladores de remodelação/reparação óssea 

Os processos coordenados de osteoblastogénese e osteoclastogénese 

responsáveis pela remodelação óssea são regulados e mediados pela actividade de 

factores de crescimento, citocinas, hormonas, vitaminas e minerais (Tabela 1.3). No 

entanto, ainda muito falta descobrir sobre todos os mecanismos moleculares que 

coordenam a actividade destes dois processos durante a remodelação (Bartl et al., 

2007a). 

As hormonas e vitaminas sistémicas actuam na remodelação óssea regulando a 

síntese e actividade de factores locais, nomeadamente, factores de crescimento e 

citocinas, que intervêm directamente no metabolismo celular ósseo, com efeitos 

endócrinos e parácrinos. Estes factores de crescimento e citocinas podem ser libertados 

pelas células do tecido ósseo e é a ligação aos seus receptores nestas células que lhes 

permite regular o crescimento, a diferenciação, a proliferação celular e 

fundamentalmente as funções que estas células desempenham (Fernandez-Tresguerres-

Hernandez-Gil et al., 2006). 

 O processo de remodelação óssea é regulado pelo sistema de citocinas 

RANKL/RANK/OPG que desempenha um papel fundamental na diferenciação 

osteoclástica e na regulação da reabsorção óssea (Bartl e tal., 2007a).  

O ligante do receptor activador do factor nuclear KB (RANKL) é uma proteína 

de ligação membranar produzida pelos osteoblastos, pertencente à família TNF. Esta 

citocina é o principal estímulo de maturação osteoclástica, quando reconhecida pelo seu 

receptor activador do factor nuclear KB (RANK), localizado na superfície dos 

precurssores das células osteoclásticas. Esta ligação leva à activação de vias de 

sinalização criciais que convertem os pré-osteclastos mononucleados em osteoclastos 

maduros multinucleados, estimulando a expressão de marcadores fenotípicos 
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osteoclásticos como a fosfatase ácida resistente ao tártaro (TRAP) (Perez-Amodio et al., 

2004; Bartl et al., 2007a; Costa-Rodrigues et al., 2010; Heinemann et al., 2011). 

 A osteoprotegerina (OPG) é uma citocina produzida pelas células osteoblásticas, 

pertencente à família TNF, que actua como um receptor antagonista da RANKL, 

impedindo a sua ligação à RANK e consequentemente inibindo e bloqueando a 

diferenciação e activação osteoclástica e a reabsorção óssea (Bartl et al., 2007a; Masuki 

et al., 2010; Kim et al., 2002); 

É devido à relação entre a actividade da RANKL e da OPG que o processo de 

reabsorção óssea é balanceado. Para tal, existem agentes osteotrópicos, TGF-β, PTH, 

vitamina D e K e hormonas sexuais, que estimulam/inibem a actividade destas citocinas 

balanceando as suas actividades na remodelação óssea (Bartl et al., 2007a). 

 

Tabela 1.3- Mediadores de remodelação/reparação óssea. 

Reguladores Funções /Efeitos 

H
o

rm
o

n
a

s 

PTH 

Importante regulador da homeostase do cálcio no sangue – É libertada na corrente 

sanguínea quando os níveis de cálcio no sangue diminuem, aumentando a actividade 

dos osteoclastos que aumentam a reabsorção óssea e libertam o cálcio para o sangue 

(Marieb e Hoehn, 2007; Tortora e Derrickson, 2009); 

Induz o alongamento dos osteoblastos da superfície óssea aumentando os espaços 

intercelulares onde os osteoclastos se ligam para promoverem reabsorção óssea (Perez-

Amodio et al., 2004); 

Estimula a síntese da IGF-I e TGF-β, favorecendo a nova formação óssea pelos 

osteoblastos (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006); 

Calcitonina 

Importante regulador da homeostase do cálcio no sangue – Segregada quando os níveis 

de cálcio no sangue aumentam, estimula a actividade dos osteoblastos que aumentam a 

formação óssea e absorvem e depositam o cálcio sanguíneo na matriz (Marieb e 

Hoehn, 2007; Tortora e Derrickson, 2009); 

 

V
it

a
m

in
a

s 

 Vitamina D - Calcitriol 

Regula a homeostase do cálcio no sangue – A hormona PTH estimula a sua produção 

quando os níveis de cálcio no sangue estão diminuídos. Esta por sua vez promove a 

absorção de cálcio no trato gastro-intestinal (Tortora e Derrickson, 2009); 

M
in

er
a

is
 

Os minerais cálcio e fosfato são necessários em grande quantidade durante todo o processo de remodelação óssea. 

Além destes, apesar de em menor quantidade, também os minerais magnésio, flúor e manganês são requeridos 

durante o processo (Tortora e Derrickson, 2009); 

 

 

 

 

 

 

 



Mestrado em Biologia Clínica Laboratorial  Introdução 

- 16 - 
 

Tabela 1.3 (continuação)- Mediadores de remodelação/reparação óssea. 

Reguladores Funções /Efeitos 

 

F
a

ct
o

re
s 

d
e 

C
re

sc
im

en
to

 

 

TGF-β 

Libertado pelos osteoblastos no local de reparação óssea (Issa et al., 2006); 

Estimula a actividade osteoblástica para formação do novo calo ósseo 

(Salgado, et al., 2004; Dos Santos et al., 2005); 

Actua nos osteoblastos e nas células de revestimento da superfície óssea, 

promovendo o seu afastamento para a formação de espaços intercelulares 

onde os osteoclastos se ligam para reabsorção óssea (Perez-Amodio et al., 

2004); 

BMPs 

As BMP-2, 4, 5, 6 e 7 têm actividade osteogénica na reparação óssea. 

Recrutam as células osteoprogenitoras osteoblásticas para o local de 

reparação óssea, estimulando a sua diferenciação em osteoblastos, bem 

como a sua actividade para a formação do novo osso (Salgado, et al., 

2004; Dos Santos et al., 2005; Issa et al., 2006); 

Induzem a maturação osteoclástica, estimulando as suas funções de 

reabsorção óssea (Granjeiro, 2005); 

FGF-2 

Factor libertado pelas células osteoblásticas no local de remodelação 

óssea, estimula o início do processo de reabsorção e a formação de novo 

osso (Dos Santos et al., 2005; Issa et al., 2006); 

Ajuda a balancear a actividade das células osteoblásticas e osteoclásticas 

no processo de remodelação (Salgado, et al., 2004); 

Potente estimulador da maturação das células progenitoras osteoclásticas, 

efeito mediado pela RANKL, bem como dos osteoclastos maduros, 

influenciando a reabsorção óssea mediada por estas células (Shimoaka et 

al., 2002); 

IGF-I 
Expresso durante a reparação óssea, actua como um factor 

autócrino/parácrino que potencia este processo (Issa et al., 2006); 

PDGF 

Estimula a diferenciação das células percursoras osteoblásticas em 

osteoblastos, induzindo a formação do novo osso (Dos Santos et al., 2005; 

Issa et al., 2006; Young et al., 2010); 

Induz a migração das células precursoras osteoclásticas para os locais de 

remodelação (Salgado, et al., 2004); 

Factor de crescimento do endotélio 

vascular 

(VEGF) 

Factor pró-angiogénico produzido predominantemente pelas células 

osteoblásticas (Clarkin et al., 2008); 

Apresenta receptores nos osteoblastos e nos osteoclastos, induzindo a sua 

actividade (Maes et al., 2010); 

Regula positivamente a remodelação óssea, estabelecendo a comunicação 

entre as células endoteliais, os osteoblastos e os osteoclastos, sendo o elo 

de ligação entre a angiogénese e a osteogénese (Salgado, 2004; Clarkin et 

al., 2008; Kanczler e Oreffo, 2008; Maes et al., 2010); 

C
it

o
ci

n
a

s 

Interleucinas 

As interleucinas-1, 6, 11 e o factor inibidor de leucemia (LIF) são 

importantes factores osteotrópicos produzidos pelos osteoblastos, que em 

resposta a agentes de reabsorção óssea, estimulam a actividade dos 

osteoclastos no processo de remodelação (Heinemann et al., 2011); 

Factor estimulador de colónias 

macrofágicas 

(M-CSF) 

É sintetizado pelas células da linhagem osteoblásticas e desempenha um 

papel importante na sobrevivência, na proliferação e na migração dos 

precursores osteoclásticos (Costa-Rodrigues et al., 2010; Heinemann et al., 

2011); 

Induz a expressão de genes, como a TRAP, que tipificam a linhagem 

osteoclástica (Heinemann et al., 2011); 
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1.1.4.2. Angiogénese 

Os processos de formação e reparação do tecido ósseo implicam uma 

proximidade entre os vasos sanguíneos, distribuidores dos precursores das células 

ósseas, e as células do tecido ósseo, sendo necessária uma interacção directa entre o 

processo de angiogénese e osteogénese, o que implica conexões entre as células 

endoteliais e as células do tecido ósseo (Clarkin et al., 2008; Grellier et al., 2009). 

A angiogénese consiste no desenvolvimento de novas redes vasculares 

(capilares) a partir de vasos sanguíneos pré-existentes. Este processo é complexo e 

compreende várias fases que envolvem a formação de ramificações dos vasos pré-

existentes, o rompimento das ligações entre as células endoteliais e destas com a matriz 

extracelular do vaso, a migração e a proliferação das mesmas, bem como das suas 

células progenitoras, e o restabelecimento das ligações célula-célula e célula-matriz, 

permitindo a maturação capilar (DeLisser, 1997; Schimidt e Carmeliet, 2010). Estes 

acontecimentos são mediados por vias de sinalização e ligações célula-moléculas, sendo 

as moléculas implicadas no processo os VEGFs, os seus receptores nas células 

endoteliais e nas moléculas de adesão (Breier e Risau, 1996; DeLisser, 1997). 

 Os VEGF’s constituem uma família de glicoproteínas diméricas, conhecidas 

pelo papel fundamental desempenhado no crescimento e na diferenciação das células 

endoteliais e do próprio endotélio vascular, bem como pelo facto de serem factores de 

permeabilidade vascular (VPFs) evitando assim a ocorrência de hipoxia e isquemia 

(Ferrara, 2001; Tjwa et al., 2003; Semenza, 2007). A família dos VEGFs é composta 

por 7 membros: VEGF ou VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, factor de 

crescimento placentário (PLGF) e factor de crescimento do endotélio vascular derivado 

de glândulas endócrinas (EG-VEGF). O VEGF é o mediador crítico da invasão 

vascular, existindo em 5 possíveis isoformas: VEGF121, VEGF183, VEGF145, VEGF206 e 

VEGF165 (isoforma mais proeminente). Estes factores medeiam os seus efeitos através 

da ligação a 3 receptores nas células endoteliais, o VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. 

Sendo que, apesar de o VEGF apresentar uma alta afinidade para o VEGFR-1, o 

VEGFR-2 é considerado o principal transdutor de sinal deste factor (Tjwa et al., 2003; 

Kowanetz e Ferrara, 2006; Schipani et al., 2009). 

 A actividade do VEGF e seus receptores é regulada por diferentes mecanismos 

como a hipoxia, os factores de crescimento, as hormonas e as vitaminas. 
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 A hipoxia é o primeiro e maior desencadeador de angiogénese, o défice de 

oxigénio no sangue é detectado por sensores das células endoteliais que interagem com 

os factores induzidos por hipoxia (HIFs) e estes com os elementos sensíveis à hipoxia 

(HREs), localizados nas células osteoblásticas promotoras do VEGF. Este 

acontecimento induz a expressão deste factor nas células endoteliais (Tjwa et al., 2003; 

Fraisl et al., 2009; Schipani et al., 2009). 

 A expressão e actividade do VEGF são também reguladas pela actividade de 

factores pró-angiogénicos, nomeadamente, factores de crescimento, citocinas, hormonas 

e vitaminas. Entre eles estão os factores de crescimento PDGF, IGF-I, TGF-β, BMP-2 e 

factor de crescimento epidérmico (EGF), as citocinas TNF-α, RANKL M-CSF, OPG, 

ILs, e as hormonas e vitaminas PTH, vitamina D e estrogénios (Breier e Risau, 1996; 

Tjwa et al., 2003; Clarkin et al., 2008; Schipani et al., 2009). Além de estes factores 

induzirem a expressão do VEGF, este também tem actividade indutora sobre estes 

factores osteopromotores. Assim, a capacidade destes factores induzirem a remodelação 

óssea é em parte mediada pelo factor de crescimento endotelial (Carano e Filvaroff, 

2003).  

 As células endoteliais expressam marcadores fenotípicos (Tabela 1.4), 

característicos desta linhagem, que actuam como mediadores de adesão celular, 

contribuindo de forma fundamental para uma angiogénese bem sucedida.  

 

Tabela 1.4- Marcadores fenotípicos de células endoteliais. 

Marcadores Funções /Efeitos 

CD34 

Selectivamente expresso pelas células progenitoras hematopoiéticas e células endoteliais, 

estando envolvido nas suas interacções celulares (Delia et al., 1993; Vieira et al., 2005); 

Marcador de diferenciação das células endoteliais (Vieira et al., 2005); 

CD105 

Desempenha um papel importante na angiogénese; 

Predominantemente activo em células endoteliais em proliferação; 

Actividade induzida por hipoxia (Duff et al., 2003); 

Molécula de adesão celular 

endotelial/plaquetária 

(CD31_PECAM-1) 

Maior promotor de adesão celular endotelial (Newman, 1997); 

Medeia a adesão hemofílica e heterofílica entre as células endoteliais; 

Localiza-se em posições basais, ao longo da membrana plasmática lateral (DeLisser, 

1997); 

Caderina do endotélio 

vascular 

(CD144_ CAD-VE) 

Proteína transmembranar encontrada em locais subapicais (DeLisser, 1997; Alva et al., 

2006); 

Medeia a adesão hemofílica entre as células endoteliais (DeLisser, 1997; Schimidt e 

Carmeliet, 2010); 

Factor Von Willebrand 

(vWF) 

Promove a ligação das plaquetas ao subendotélio quando ocorrem danos vasculares (Wang 

et al., 2011); 

Proteína de fase aguda, segregada quando o equilíbrio das células endoteliais é afectado, 

regressando a níveis normais quando as funções endoteliais são repostas (Patapova et al., 

2010); 
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1.2. BIFOSFONATOS 

Os bifosfonatos (BPs) constituem um grupo de agentes farmacológicos 

utilizados no tratamento de doenças ósseas e anomalias no metabolismo do cálcio, 

originadas no aumento da reabsorção óssea devido à actividade osteoclástica. Actuam 

como agentes anti-reabsortivos da matriz óssea, afectando o metabolismo e as funções 

das células osteoclásticas e impedindo a dissolução dos cristais de hidroxiapatite, pela 

forte ligação aos iões de cálcio na superfície da matriz óssea mineralizada em processo 

de reabsorção (Green, 2004; Bukowski et al., 2005; Roelofs et al., 2006; Bartl et al., 

2007b; Lobato et al., 2008). Assim, os bifosfonatos são os fármacos de eleição para o 

tratamento de doenças osteológicas e ortopédicas, nomeadamente, osteoporose, 

osteoporose pós-menopausa, doença de Paget, osteogénese imperfeita e fibrodisplasia 

ossificante progressiva. Além disso, estudos indicam que estes fármacos também podem 

ser utilizados na área da oncologia e hematologia, sendo utilizados no tratamento de 

mielomas múltiplos, metástases ósseas, osteosarcomas, osteólises induzidas por tumores 

e hipercalcemia (Roelofs et al., 2006; Russell et al., 2008). 

Os bifosfonatos são análogos sintéticos dos pirofosfatos (PPi) (Figura 1.6), que 

são moléculas inorgânicas fisiológicas reguladoras de mineralização óssea, formadas 

por dois grupos fosfato ligados a um oxigénio central (P-O-P). As ligações nesta 

molécula são muito instáveis, tornando-a facilmente hidrolisada pelo trato 

gastrointestinal quando administrada por via oral. Este facto levou ao interesse no 

desenvolvimento dos bifosfonatos (Figura 1.6), que apresentam na sua estrutura 

bioquímica dois grupos fosfato ligados covalentemente a um carbono central (P-C-P). 

Esta estrutura torna a molécula estável, resistente e não hidrolisável, adquirindo uma 

grande afinidade para os iões de cálcio na superfície da matriz óssea. O carbono central 

da molécula liga-se também a duas cadeias laterais, R1 e R2, que apresentam diferentes 

funções mas igual importância na actividade molecular (Castro et al., 2004; Roelofs et 

al., 2006; Ferreira et al., 2007; Nicolin et al., 2007; Coxon et al., 2008). 
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Figura 1.6- Estrutura bioquímica representativa das moléculas pirofosfato e bifosfonato (adaptado de 

Russell et al., 1999). 

 

 A cadeia lateral R1 é uma cadeia curta, responsável pela farmacodinâmica dos 

bifosfonatos, tendo uma particular afinidade para os cristais de hidroxiapatite da 

superfície óssea. Dependendo dos grupos de substituição que constituem esta cadeia, os 

bifosfonatos formados, apresentam diferentes afinidades para a matriz óssea 

cristalizada. Na presença do grupo de substituição OH, a afinidade da molécula para o 

osso é maior, ao contrário do grupo de substituição Cl que diminui essa afinidade da 

ligação, independentemente do grupo de ligação R2 (Figura 1.7) (Castro et al., 2004; 

Ferreira et al., 2007; Bartl et al., 2007b; Russell et al., 2008). 

 A estrutura da cadeia longa lateral R2 é a maior determinante da capacidade 

anti-reabsortiva e anti-proliferativa dos bifosfonatos. A introdução de um átomo de 

azoto no grupo de substituição R2 aumenta o potencial anti-reabsortivo da molécula, 

potenciado se o átomo se apresentar num anel heterocíclico (Figura 1.7). Este facto 

permite dividir os bifosfonatos em dois grupos, com diferentes mecanismos moleculares 

de acção (Bartl et al., 2007b). 

 Os bifosfonatos não nitrogenados (NN-BPs) são considerados bifosfonatos de 

primeira geração e incluem o clodronato, o etidronato e o tiludronato (Figura 1.7). Estas 

moléculas são internalizadas pelos osteoclastos, que por vias celulares, as metabolizam 

para a formação de análogos citotóxicos de ATP não-hidrolisados. Estes metabolitos 

acumulam-se em elevadas quantidades no citosol dos osteoclastos, inibindo a actividade 

de enzimas dependentes de ATP, desencadeando disfunções celulares que resultam em 

morte celular por apoptose (Roelofs et al., 2006; Schindeler e Little, 2007; Idris et al., 

2008; D'Amelio et al., 2008). 

 Os bifosfonatos nitrogenados (N-BPs) incluem o pamidronato, o alendronato, o 

ibandronato, o risedronato e o zoledronato (Figura 1.7). Estas moléculas ao serem 

internalizadas pelos osteoclastos inibem a enzima farnesil difosfato (FPP) sintetase, uma 

Pirofosfato Bifosfonato 
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enzima chave da via do mevalonato, necessária para a síntese de lípidos isoprenoides 

que induzem a prenilação de pequenas proteínas GTPases (Ras, Rho, Rab) envolvidas 

na proliferação, sobrevivência e organização do citoesqueleto celular. A inibição da via 

do mevalonato bloqueia a prenilação destas proteínas que se acumulam no citoplasma 

dos osteoclastos, desencadeando vias de sinalização impróprias que alteram as funções 

das células osteoclásticas e induzem a ocorrência de apoptose celular (Green, 2004; 

Schindeler e Little, 2007; Coxon et al., 2008; Idris et al., 2008). 

 

                                     

 

                   

 

        

 

 

Figura 1.7- Estruturas bioquímicas representativas da classe de compostos bifosfonatos, apresentando-se 

alinhados em ordem crescente de afinidade aos cristais de hidroxiapatite da superfície óssea e de potencial 

inibitório de reabsorção óssea pelos osteoclastos: clodronato < etidronato < tiludronato < pamidronato < 

alendronato < ibandronato < risedronato < zoledronato (adaptado de Russell et al., 2008). 

 

 Além dos bifosfonatos afectarem a estrutura e funcionalidades dos osteoclastos 

pela intervenção nos seus mecanismos moleculares, estes também afectam as células 

osteoclásticas intervindo nos seus mecanismos celulares, impedindo o recrutamento 

Etidronato Clodronato Tiludronato 

Pamidronato Alendronato Ibandronato 

Risedronato Zoledronato 
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osteoclástico, através da inibição das suas células precursoras, e dispondo-se em camada 

sobre a superfície óssea de reabsorção, o que impede a adesão e actividade dos 

osteoclastos e impossibilita o desenvolvimento de um meio ácido necessário para 

reabsorção. Além disso, uma vez internalizados pelos osteoclastos, estas moléculas 

induzem a produção de ácidos e enzimas que alteram a estrutura do citoesqueleto e dos 

microtubulos celulares, e provocam a retracção da membrana ―ruffled border‖, 

estritamente necessária para o processo reabsortivo (Suzuki et al., 2006; Bartl et al., 

2007b; Lobato et al., 2008). 

 Os osteoblastos também podem ser mediadores indirectos da actividade dos 

bifosfonatos nos osteoclastos. A actividade destas moléculas nas células osteoblásticas 

estimula a produção e a secreção de factores inibidores de reabsorção osteoclástica que 

actuam nos osteoclastos e nos seus precursores inibindo o seu recrutamento, activação, 

actividade e sobrevivência (Suzuki et al., 2006; Bartl et al., 2007b; Ponader et al., 

2008). Este facto foi comprovado em estudos realizados in vitro, através dos quais se 

verificou que a actividade dos N-BPs, zoledronato e pamidronato, nas células 

osteoblásticas induzia o aumento da expressão e secreção da OPG, podendo ser um 

importante mecanismo parácrino pelo qual estas moléculas reduzem a reabsorção óssea 

(Viereck et al., 2002; Greiner et al., 2007). 

 

1.2.1. Efeitos dos bifosfonatos nos osteoblastos e nas células endoteliais 

Apesar do principal alvo dos bifosfonatos in vivo ser a inibição da actividade e 

da formação das células osteoclásticas, existem evidências crescentes de que estas 

moléculas também podem exercer efeitos directos nas células osteoblásticas e nas suas 

células progenitoras. 

Num ensaio clínico realizado por Recker e seus colaboradores, observou-se que 

pacientes tratados com zoledronato, administrado intravenosamente, apresentavam uma 

preservação da arquitectura óssea, com um aumento das funções osteoblásticas de 

mineralização, mesmo quando ocorreu uma diminuição na remodelação óssea (Recker 

et al., 2008). Noutro estudo mais recente também se demonstraram os efeitos anabólicos 

do zoledronato na formação óssea durante o processo de reparação de fracturas (Matos 

et al., 2010). 

Em contrapartida, outros estudos in vivo realizados em ratos fêmeas e pacientes 

humanos, indicaram que o tratamento prolongado com alendronato provocava uma 
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dupla supressão, nos processos de formação e reabsorção óssea, conduzindo à excessiva 

diminuição da remodelação óssea e consequentemente à acumulação de microdanos 

fisiológicos (Cao et al., 2002; Odvina et al., 2005). 

Estes resultados contraditórios também foram verificados em estudos in vitro, 

envolvendo diferentes sistemas experimentais, com diferentes modelos celulares. 

Num estudo realizado por Xiong et al., constatou-se que o tratamento de células 

da linha celular osteoblástica humana derivada de osteossarcoma, MG63, com 

alendronato (10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M), estimulava a proliferação celular e regulava 

positivamente a expressão de marcadores osteoblásticos, suportando a hipótese de que 

os bifosfonatos têm efeitos anabólicos nos osteoblastos (Xiong et al., 2009). Também 

Im e seus colaboradores verificaram que o risedronato (10
-12

 a 10
-5 

M) e o alendronato 

(10
-11

 a 10
-5 

M) aumentavam a proliferação das células MG63 (Im et al., 2004).  

Outros trabalhos têm demonstrado que o tratamento de células osteoblásticas 

humanas com zoledronato, em elevadas concentrações, aumenta a expressão de 

marcadores de diferenciação osteoblásticos, estimulando a diferenciação destas células e 

o seu potencial de mineralização (Pan et al., 2004; Greiner et al., 2007; Koch et al., 

2010).  

Von Knoch e colaboradores, num estudo realizado em 2005, verificaram que o 

zoledronato, o risedronato e o alendronato, aplicados na concentração de 10
-8

 M, 

aumentavam a proliferação de células osteoprogenitoras e estimulavam a sua 

diferenciação. Em concordância com estes resultados está o estudo realizado por Duque 

e colaboradores, através do qual demonstraram os efeitos anabólicos do alendronato 

nestas células quando administrado às concentrações de 10
-9

 a 10
-7 

M (Duque et al., 

2007). 

Naidu et al., observaram que o alendronato e o zoledronato, quando 

administrados em concentrações micromolares definidas para terapêutica, estimulavam 

a expressão dos marcadores de diferenciação osteoblástica, confirmando os seus efeitos 

terapêuticos benéficos. No entanto, estes autores verificaram que a administração destes 

fármacos em doses superiores às definidas para terapêutica desencadeava efeitos 

citotóxicos na viabilidade e funções osteoblásticas, podendo conduzir à morte celular e 

osteonecrose (Naidu et al., 2008). 

Outras pesquisas indicaram que a exposição contínua de células osteoblásticas 

de calvário de rato ao zoledronato, em concentrações nanomolares, reduzia o número de 

osteoblastos e inibia a mineralização óssea, enquanto o pamidronato e o clodronato 
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desencadeavam estes efeitos em concentrações micromolares. Em contrapartida, 

verificaram que por períodos curtos ou intermitentes, o zoledronato e o pamidronato 

inibiam a mineralização óssea em concentrações micromolares (Orriss et al., 2009). 

Idris e colaboradores demonstraram que a exposição das mesmas células ao alendronato 

e ao pamidronato, por períodos longos e intermitentes, inibia a diferenciação celular e a 

mineralização óssea em concentrações nanomolares e inibia a viabilidade celular, 

induzindo apoptose, em concentrações micromolares (Idris et al., 2008). Em culturas de 

células MG63 e da linha celular osteoblástica humana derivada de osteossarcoma 

(SaOS-2), também se verificou que o tratamento destas células com zoledronato, em 

concentrações micromolares, desencadeava efeitos citotóxicos nas células, diminuindo a 

expressão de marcadores osteoblásticos, a proliferação, a actividade e a viabilidade 

celular (Tenta et al., 2006; Simon et al., 2008). 

Desta análise bibliográfica, verifica-se que os bifosfonatos podem ter actividade 

estimuladora e inibidora na diferenciação e na actividade das células osteoblásticas, 

sendo que existem um conjunto de factores que determinam o tipo de actividade 

desempenhada por estas moléculas nos diversos estudos, nomeadamente, os modelos 

celulares em estudo, o sistema experimental utilizado, o potencial farmacológico de 

cada bifosfonato, o seu período de administração e as doses/concentrações utilizadas 

(Schindeler e Little, 2007). 

Diversos estudos realizados in vitro e in vivo, demonstraram que os bifosfonatos 

também têm propriedades anti-angiogénicas. Num ensaio clínico realizado por Santini e 

colaboradores, observou-se que a administração de zoledronato, por períodos 

intermitentes e em baixas doses, levava à diminuição dos níveis do factor VEGF, 

sugerindo o potencial anti-angiogénico deste fármaco em pacientes com cancro (Santini 

et al., 2007). Também Allegra e colaboradores demonstraram que a administração do 

zoledronato e do pamidronato inibia a síntese deste factor, condicionando a 

diferenciação e a proliferação das células progenitoras endoteliais em pacientes com 

osteonecrose da mandíbula (ONJ) (Allegra et al., 2007). 

Outros autores constataram que a aplicação do zoledronato e do alendronato em 

ratos fêmeas in vivo, induzia efeitos anti-angiogénicos pela acção inibidora directa nas 

células endoteliais, contribuindo para o tratamento e disseminação de tumores. Além 

disso, demonstraram que a acção destes fármacos in vitro, inibia a proliferação, a 

migração e a adesão das células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) e em 
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concentrações mais elevadas induzia a apoptose celular (Wood et al., 2002; Hashimoto 

et al., 2007). 

Num estudo realizado por Michailidou e seus colaboradores em 2010, observou-

se que a aplicação do zoledronato em concentrações micromolares, não causava efeitos 

adversos na microvasculatura de ratos machos CD1 in vivo. Em contrapartida, 

demonstrou-se que in vitro as mesmas concentrações micromolares de zoledronato, 

reduziam a proliferação, a migração e a prenilação de proteínas de HDMECs. Também 

Yamada e colaboradores demonstraram que o tratamento in vitro com zoledronato, em 

concentrações micromolares, desencadeava efeitos anti-angiogénicos, inibindo a 

actividade proliferativa e a diferenciação de células progenitoras endoteliais, e 

induzindo apoptose celular com a concentração mais alta testada (Yamada et al., 2009). 

Outros autores verificaram que diferentes bifosfonatos têm diferentes 

actividades anti-angiogénicas in vitro. O tratamento de HUVECs com clodronato, 

ibandronato, pamidronato e zoledronato, em concentrações micromolares, demonstrou 

que os N-BPs provocavam maiores efeitos inibitórios nas células endoteliais que o NN-

BP (clodronato). Além disso, observou-se que os N-BPs, zoledronato e pamidronato, 

provocavam maior impacto inibidor nas funções celulares, inibindo a sua migração e 

induzindo apoptose, comparativamente com o N-BP ibandronato (Walter et al., 2010; 

Ziebart et al., 2011). 

É conhecido que os processos de formação e reparação óssea são coordenados 

pela relação íntima, física e bioquímica, entre as células endoteliais e os osteoblastos, 

regulada pela participação activa de factores de crescimento parácrinos, citocinas, 

hormonas e vitaminas sistémicas, presentes no microambiente ósseo (Carano e 

Filvaroff, 2003). Esta regulação recíproca entre os osteoblastos e as células endoteliais 

já foi demonstrada em diversos estudos. 

Alguns autores verificaram que o contacto directo entre células progenitoras 

osteoblásticas humanas (HOPs) e HUVECs (Grellier et al., 2009), e entre células 

osteoblásticas humanas (HOBs) e HDMECs (Santos et al., 2009), em co-culturas, 

desencadeava uma estimulação recíproca entre si, mediada pelo aumento da secreção do 

factor VEGF, a nível da actividade, da expressão, da migração e da diferenciação 

celular (Grellier et al., 2009; Santos et al., 2009). Além disso, verificaram a formação 

de canais intercelulares ―gap‖ de proteínas connexin 43, entre as células em contacto 

directo, que permitiam a comunicação celular e o transporte molecular (Santos et al., 

2009). Estes resultados estão em concordância com os obtidos por Clarkin e 
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colaboradores, através dos quais demonstraram que em co-culturas de HOBs e 

HUVECs, sem contacto directo, ocorria uma estimulação recíproca igualmente mediada 

pelo aumento da secreção deste factor (Clarkin et al., 2008). 

A estimulação das células osteoblásticas mediada pelas células endoteliais, foi 

também demonstrada em outros estudos in vitro, onde se verificou que as HUVECs 

estimulavam a proliferação e a expressão de marcadores de diferenciação das células 

MG63 (Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 2010b). Villars e colaboradores demonstraram 

em diferentes estudos, que o contacto directo de células do estroma da medula óssea 

humana (HBMSCs) e HUVECs, em co-cultura, desencadeava a estimulação da 

diferenciação das células progenitoras osteoblásticas, por parte das células endoteliais 

(Villars et al., 2000; Villars et al., 2002), mediada pela formação de canais 

intercelulares ―gap‖ de proteínas connexin 43, que estabeleciam a comunicação 

molecular entre as células (Villars et al., 2002).  

A influência inversa foi também demonstrada em outros sistemas de co-cultura 

in vitro, onde Hofmann e colaboradores verificaram que as células HOBs estimulavam a 

sobrevivência, a proliferação e a neovascularização das HUVECs (Hofmann et al., 

2008) e Unger et al., demonstraram que as células MG63 e da linha celular osteoblástica 

humana derivada de osteossarcoma (HOS) estimulavam a actividade, a sobrevivência e 

a expressão das HDMECs, com efeitos mediados pelo aumento da produção do factor 

VEGF (Unger et al., 2007).  

Apesar de existirem diversos estudos que comprovam a existência de interacções 

entre as células osteoblásticas e as células endoteliais durante o processo de 

osteogénese, a influência que os bifosfonatos têm nesta relação nunca foi estudada. 

 

1.2.2. Efeitos adversos associados ao uso de bifosfonatos 

Os efeitos benéficos do uso dos bifosfonatos no tratamento de doenças ósseas 

são actualmente bem conhecidos. No entanto, além dos seus efeitos benéficos, estes 

fármacos também têm efeitos adversos associados. Entre eles, estão os efeitos adversos 

inespecíficos, nomeadamente, efeitos gastrointestinais, efeitos renais e reacções de fase 

aguda. Recentemente foi descrita a osteonecrose dos maxilares como um efeito adverso 

específico do uso de bifosfonatos, tendo-se tornado o principal alvo de estudos desde 

então (Ruggiero et al., 2004; Ruggiero et al., 2009). 
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Esta patologia é caracterizada pela dificuldade na cura e cicatrização de lesões 

na região maxilofacial quando ocorre exposição óssea. Manifesta-se pelo surgimento de 

alterações na integridade da mucosa oral, como infecções, tecido necrótico, trauma, 

diminuição óssea e formação de granulócitos na área afectada. Quando esta patologia é 

desenvolvida de modo espontâneo, formam-se rugosidades internas que traumatizam os 

tecidos moles em torno da área necrótica (Migliorati et al., 2005a; Migliorati et al., 

2005b; Bedogni et al., 2010; Ziebart et al., 2011).  

Os bifosfonatos são considerados o principal factor de risco associados ao 

desenvolvimento da osteonecrose maxilofacial, sendo que o seu grau de influência no 

desenvolvimento da patologia é marcado pela sua potência e duração da terapia. No 

entanto, existem outros factores de risco locais associados, nomeadamente, 

procedimentos cirúrgicos dentários que incluem extracções e implantes, cirurgias 

periapicais e periodontais que envolvam lesões ósseas, as características anatómicas 

mandibulares e maxilares dos pacientes, bem como o historial de doenças dentárias 

inflamatórias. A idade, raça, tabaco, álcool, obesidade, diabetes, problemas renais e 

tratamentos com agentes quimioterapêuticos e esteróides, constituem os factores de 

risco sistémicos (Ruggiero et al., 2009). 

Até a data, o desenvolvimento de osteonecrose associada ao uso de bifosfonatos 

é um acontecimento exclusivo da mandíbula e da maxila. Este acontecimento é devido à 

elevada actividade diária da cavidade bucal, devido às forças da mastigação, que levam 

ao constante surgimento de microdanos e microfracturas, que implicam uma 

necessidade acrescida de remodelação/reparação óssea e um fornecimento sanguíneo 

mais elevado, tornando-a o principal alvo de concentração e actividade dos bifosfonatos 

(Marx et al., 2005; Lehrer et al., 2008). No entanto, os tratamentos dentários invasivos 

que levam à exposição óssea na cavidade oral conduzem a uma perda da capacidade de 

reparação óssea, isto porque as concentrações elevadas de bifosfonatos no local inibem 

a actividade das células osteoblásticas e osteoclásticas de remodelação óssea (Ruggiero 

et al., 2004; Walter et al., 2010; Koch et al., 2011), bem como as células endoteliais 

angiogénicas, induzindo hipovascularização (Ruggiero et al., 2004; Allegra et al., 2007; 

Walter et al., 2010; Ziebart et al., 2011), que como consequência leva ao 

desenvolvimento de osteonecrose no local lesado. Actualmente já está comprovado que 

as lesões osteonecróticas têm uma maior incidência na mandíbula comparativamente 

com a maxila (Ruggiero et al., 2004; Marx et al., 2005; Migliorati et al., 2005b). 
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Diversos autores já relataram casos de pacientes que desenvolveram 

osteonecrose da mandíbula associada ao tratamento de tumores, como mieloma múltiplo 

e metastases ósseas de cancro de mama e da próstata, com os bifosfonatos intravenosos 

pamidronato e zoledronato (Marx, 2003; Ruggiero et al., 2004; Migliorati et al., 2005b; 

Lehrer et al., 2008; Lobato et al., 2008; Cetiner et al., 2009; Lehrer et al., 2009). 

Adicionalmente, também já foram demonstrados casos de pacientes que desenvolveram 

osteonecrose da mandíbula resultante da administração oral do alendronato para o 

tratamento de osteoporose e osteopenia (Ruggiero et al., 2004; Marx et al., 2005; 

Migliorati et al., 2005b; Lehrer et al., 2008; Lehrer et al., 2009; Bedogni et al., 2010). 

Em alguns casos os pacientes foram também tratados com agentes quimioterapêuticos e 

esteróides (Ruggiero et al., 2004; Marx et al., 2005; Migliorati et al., 2005b). Como 

factor comum em todos os estudos, verificou-se que a grande maioria dos pacientes 

tinha sido submetida a intervenções dentárias, que implicaram a exposição óssea 

mandibular com dificuldades na cura e cicatrização do tecido exposto. A incidência de 

osteonecrose da mandíbula em pacientes tratados com bifosfonatos intravenosos para o 

tratamento de tumores, é mais elevada que nos pacientes que tomam bifosfonatos orais 

para o tratamento de osteoporose (Cetiner et al., 2009; Ruggiero et al., 2009). 

Actualmente já são conhecidas algumas estratégias que podem ser utilizadas 

como tratamento revertível da osteonecrose da mandíbula, entre eles está o tratamento 

com antibióticos, terapia com oxigénio hiperbárico, desbridamento cirúrgico, tratamento 

de infecções secundárias, curetagem óssea, irrigação do local com anti-corpos e a 

descontinuidade do tratamento com bifosfonatos. Em alguns casos verificou-se que o 

tratamento com antibióticos, o desbridamento cirúrgico e a descontinuidade do 

tratamento com bifosfonatos, apresentaram alguma eficácia, tendo permitido uma 

recuperação parcial das lesões (Migliorati et al., 2005b; Lobato et al., 2008; Cetiner et 

al., 2009; Scoletta et al., 2010). No entanto, a eficácia destes tratamentos nem sempre se 

verificou (Ruggiero et al., 2004; Migliorati et al., 2005b; Bedogni et al., 2010), 

sugerindo que as melhores medidas a tomar são as preventivas, recomendando-se no 

caso do tratamento com bifosfonatos intravenosos, o seu uso limitado, diferentes 

regimes e doses ao longo do período de tratamento, evitar cirurgias dentárias durante 

período de administração do fármaco, avaliar continuamente a saúde oral do paciente, 

optar por intervenções dentárias antes de iniciar o tratamento e apenas proceder a 

intervenções não invasivas pelo menos 3 meses após interromper o tratamento com os 

fármacos. No caso dos pacientes tratados com bifosfonatos orais, além de ser 
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fundamental uma boa higiene e saúde oral, qualquer intervenção dentária realizada 

durante o tratamento com estes fármacos deve incluir o uso de antibióticos 3 semanas 

antes do procedimento (Marx, 2003; Marx et al., 2005; Khan et al., 2008; Cetiner et al., 

2009; Ruggiero et al., 2009; Rizzoli et al., 2011). 
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2. OBJECTIVOS 
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 Os efeitos anti-reabsortivos dos bifosfonatos no processo de remodelação óssea 

são actualmente bem conhecidos, no entanto, tem vindo a desenvolver-se um interesse 

crescente em determinar os efeitos destes fármacos na acção coordenada entre os 

processos de osteogénese e angiogénese, implicados na formação óssea. 

Com base nas interacções existentes entre as células osteoblásticas e as células 

endoteliais, o principal objectivo do presente estudo é analisar o perfil dose-efeito de 

dois bifosfonatos representativos e muito utilizados na terapêutica clínica, o alendronato 

e zoledronato, no comportamento de células humanas osteoblásticas e endoteliais, 

MG63 e HDMECs respectivamente, em sistema de monocultura e co-cultura. 

Pretendeu-se assim, avaliar o efeito destes compostos na viabilidade/proliferação 

celular, nas características fenotípicas e na expressão génica, em células MG63 e 

HDMECs, de modo a obter informações que simulem a relação íntima existente in vivo 

entre os processos de angiogénese e osteogénese, durante a formação óssea e 

compreender a relevância das interacções entre estes dois processos nos efeitos dos 

bifosfonatos no tecido ósseo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. PREPARAÇÃO DO ALENDRONATO E DO ZOLEDRONATO 

O alendronato foi adquirido à empresa Sigma-Aldrich®, na forma de pó seco. 

Foi dissolvido em PBS (phosphate buffered saline) e dividido em várias alíquotas stock 

de 1 ml com uma concentração de 10
-2

 M. As soluções testadas foram preparadas a 

partir de uma das soluções stock diluída em PBS. 

O zoledronato (Aclasta®, 5mg/100ml) foi adquirido à empresa Novartis Farma® 

em frasco estéril na forma líquida, a partir do qual se prepararam directamente varias 

soluções stock com uma concentração de 1,84×10
-4

 M em alíquotas de 1 ml. As 

soluções testadas foram preparadas a partir de uma das soluções stock diluída em PBS. 

 As concentrações de bifosfonatos testadas tiveram por base informações obtidas 

em estudos dose-efeito semelhantes, através dos quais se excluíram os níveis que 

causam uma rápida morte celular (Garcia-Moreno et al., 1998; Wood et al., 2002; Im et 

al., 2004; Hashimoto et al., 2007; Naidu et al., 2008; Xiong et al., 2009; Michailidou et 

al., 2010).  

 

 

3.2. CULTURA DE CÉLULAS 

 

3.2.1. Células da linha osteoblástica humana MG63 

As células da linha osteoblástica humana MG63 (ATCC® - American Type 

Culture Collection) foram cultivadas em meio α-Minimum Essential Medium (α-MEM, 

Gibco®), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco®), 2,5 µg/ml de 

fungizona (Gibco®), 100 UI/ml de penicilina (Gibco®), 2,5 µg/ml de estreptomicina 

(Gibco®) e 50 µg/ml de ácido ascórbico (Sigma®). As culturas foram feitas em placas 

de cultura padrão e mantidas em atmosfera húmida de 5% de CO2/ar, a 37ºC, até 

atingirem a confluência de 70-80%. Nesta fase, as células foram libertadas 

enzimáticamente (tripsina 0,04% em 0,25% EDTA). 

 

3.2.2. Células endoteliais microvasculares dérmicas humanas 

As células endoteliais microvasculares dérmicas humanas, adquiridas na 

empresa Sciencell®, foram cultivadas em meio basal para cultura de células endoteliais 

(ECM, Sciencell®), suplementado com 5% de soro bovino fetal (FBS, Sciencell®), 10 
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UI/ml de penicilina, 10 μg/ml de estreptomicina (solução P/S, Sciencell®) e suplemento 

para crescimento de células endoteliais (ECGS, Sciencell®). As culturas foram feitas 

em frascos de cultura padrão, previamente revestidos com fibronectina, e mantidas em 

atmosfera húmida de 5% de CO2/ar, a 37ºC, até atingirem a confluência de 70-80%, 

fase em que as células foram libertadas enzimáticamente (tripsina 0,04% em 0,25% 

EDTA). 

 

3.2.3. Efeitos do alendronato e do zoledronato no comportamento de células 

MG63 e HDMECs 

 As células MG63 em suspensão foram monocultivadas à densidade de 5×10
3
 

células/cm
2
 e a suspensão de HDMECs à densidade de 10

4
 células/cm

2
. Fizeram-se co-

culturas de células MG63 e HDMECs utilizando as mesmas densidades celulares que 

nas respectivas monoculturas, nomeadamente na proporção de 1:2. As culturas foram 

feitas em placas de 96 poços, previamente recobertos com fibronectina. Foram mantidas 

em meio ECM e em atmosfera húmida de 5% de CO2/ar, a 37ºC. Após uma noite de 

incubação mudou-se o meio às culturas aplicando-se os bifosfonatos testados em 

concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M. As culturas foram mantidas durante 14 dias, 

com renovação do meio com alendronato e zoledronato nos dias 3, 7 e 10. Em paralelo 

foram feitas monoculturas e co-culturas controlo, sem alendronato e zolendronato. Fez-

se a caracterização das culturas quanto à viabilidade/proliferação celular pelo ensaio 

MTT, nos dias 2, 7 e 14 de cultura. Através de coloração imunofluorescente seguida de 

análise por CLSM, avaliou-se a organização do citoesqueleto de F-actina nas células 

MG63, a expressão da CD31 nas HDMECs e o padrão de crescimento celular e núcleos 

nas células MG63 e HDMECs, no dia 7 e dia 14 de cultura (Figura 3.1). 
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Figura 3.1- Esquema ilustrativo da disposição de monoculturas de células MG63, monoculturas de 

HDMECs e co-culturas de células MG63 e HDMECs, em placas de 96 poços, indicando as diferentes 

concentrações de alendronato (AL) e zoledronato (Zn) testadas e a condição controlo - ausência dos 

compostos. São também representados os poços relativos ao ensaio MTT, em que cada placa é 

representativa para o dia 2, 7 e 14 de cultura, e os poços relativos às colorações imunofluorescentes para 

visualização por CLSM, sendo cada placa representativa para o dia 7 e 14 de cultura. 

 

3.2.4. Efeitos do alendronato e do zoledronato na expressão génica de células 

MG63 e HDMECs 

 Monocultivaram-se as células MG63 em suspensão à densidade de 10
3
 

células/cm
2
 e a suspensão de HDMECs à densidade de 10

4
 células/cm

2
. Fizeram-se co-

culturas de células MG63 e HDMECs utilizando as mesmas densidades celulares que 

nas respectivas monoculturas, nomeadamente na proporção de 1:10. As culturas foram 

feitas em placas de 6 poços, previamente revestidos com fibronectina, em meio ECM. 
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Mantiveram-se as culturas em atmosfera húmida de 5% de CO2/ar, a 37ºC, e após uma 

noite de incubação mudou-se o meio às culturas aplicando-se os bifosfonatos testados 

em concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M. As culturas foram mantidas durante 14 dias, com 

renovação do meio nos dias 3, 7 e 10. Em paralelo foram feitas monoculturas e co-

culturas controlo, sem alendronato e zoledronato. Fez-se a caracterização das culturas 

quanto à expressão génica por RT-PCR, no dia 7 e dia 14 de cultura, para os genes 

ALP, BMP-2 e OPG nas células MG-63, e CD31 e CAD-VE nas HDMECs. Nas co-

culturas foram analisados todos os genes (Figura 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2- Esquema ilustrativo da disposição de monoculturas de células MG63, monoculturas de 

HDMECs e co-culturas de células MG63 e HDMECs, em placas de 6 poços, para as duas concentrações 

de alendronato (AL) e zoledronato (Zn) testadas e na ausência dos compostos (controlo). Cada placa é 

representativa para o dia 7 e 14 de cultura. 
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3.3. AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO E DA EXPRESSÃO GÉNICA 

CELULAR 

 

3.3.1. Ensaio colorimétrico MTT 

Este ensaio consiste na redução do 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma®) num produto de reacção formazan de cor 

púrpura que se acumula no citoplasma das células viáveis, permitindo identificar a 

viabilidade/proliferação celular. Para tal, as culturas foram incubadas durante 3 horas 

com reagente MTT (0,5 mg/ml). Aspirou-se o meio dos poços e dissolveram-se os sais 

cristalinos de formazan em dimetilsulfóxido (DMSO - 100µl por poço). Determinou-se 

a absorvância a um comprimento de onda de 550 nm num leitor de ELISA. 

 

3.3.2. Coloração por imunofluorescência dos filamentos do citoesqueleto de F-

actina, CD31 e núcleos 

Após duas lavagens com PBS não-estéril, as culturas foram fixadas com 4% de 

formaldeído (isento de metanol) durante 15 minutos, permeabilizadas em 0,1% de triton 

(TX-100) (5 min, TA) e incubadas em 10 mg/ml de albumina sérica bovina 

(BSA)/(PBS) com 100 μg/ml RNase (1h, TA). 

Os filamentos de F-actina das monoculturas de células MG63 foram corados 

com Alexa-Fluor conjugada com faloidina diluída em 1% de BSA/PBS (1:100, 1h, TA).  

As monoculturas de HDMECs e co-culturas foram incubadas com o anti-corpo 

primário CD31 diluído em 1% BSA/PBS (1:100, 45 min, TA), seguido da aplicação do 

anti-corpo secundário anti-murganho Alexa-Fluor diluído em 1% BSA/PBS (1:1000, 45 

min, TA). 

Os núcleos das células em monocultura e co-cultura foram contrastados com 10 

μg/ml de iodeto de propídeo diluído em PBS (10 min, TA).  

Lavaram-se todos os poços com PBS e adicionou-se meio de montagem 

Vectashield®. As culturas fluorescentes foram observadas e analisadas por microscopia 

laser confocal (CLSM, Leica® TCP SP2 AOBS). Toda a execução deste procedimento 

foi efectuada de modo rápido e no escuro. 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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3.3.3. Extracção do RNA total e análise por Reacção em Cadeia da Polimerase 

por Transcrição Reversa (RT-PCR) 

O RNA total foi extraído usando o kit NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel) 

seguindo as instruções do fabricante. A concentração e pureza do RNA total em cada 

amostra foram determinadas por espectometria U.V. a 260 nm e calculando a razão de 

absorvência a 260nm/280nm, respectivamente.  

O RNA total de cada amostra foi amplificado por RT-PCR utilizando o sistema 

Titan One Tube RT-PCR (Roche® Applied Science), em 30 ciclos. Cada mistura de 

reacção a amplificar consistiu no RNA total extraído, Titan RT-PCR buffer, DL- 

dithiothreitol (DTT), deoxynucleoside triphosphate (dNTP), primers forward e reverse 

para cada gene testado, avian myeloblastosis virus RT (AMV-RT) e água, num volume 

total de 25µl. O RNA total de cada amostra foi pela transcriptase reversa AMV 

convertido em cDNA (30 minutos a 50ºC), que foi depois amplificado por PCR através 

da enzima Taq DNA polimerase recombinante a diferentes temperaturas de 

emparelhamento. Para os genes GADPH, ALP, CAD-VE e CD31 a temperatura de 

emparelhamento foi de 55ºC e para os genes OPG e BMP-2 foi de 60ºC. Os primers 

utilizados estão listados na tabela 3.1. Após obter os produtos de PCR, estes foram 

analisados por electroforese em gel de agarose (1%), corado com brometo de etídeo e 

semi-quantificados por densitometria através do software Image J®. Os resultados 

foram expressos como média normalizada e o GADPH foi utilizado para a normalização 

dos valores de densidade integrada obtidos para cada gene. 

 

Tabela 3.1- Primers utilizados na análise por RT-PCR de monoculturas de células MG63, monoculturas 

de HDMECs e co-culturas de células MG63 e HDMECs. 

Gene 5’ Primer 3’ Primer 

  GADPH 

 

5´- GGA AGG TGA AGG TCG GAG TCA AC-3' 

 

 

5'- GTG GCA GTG ATG GCA TGG ACT GT- 3' 

 

ALP 

 

5´- ACG TGG CTA AGA ATG TCA TC-3' 

 

5'- CTG GTA GGC GAT GTC CTT A-3' 

 

BMP-2 5'- GAC GAG GTC CTG AGC GAG TT- 3' 

 

5'- GCA ATG GCC TTA TCT GTA AC-3' 

 

OPG 5'- AAG GAG CTG CAG TAG GTC AA-3' 

 

5'- CTG CTC GAA GGT GAG GTT AG-3' 

 

CAD-VE 

 

5´- GAG TCG CAA GAA TGC CAA GT-3' 

 

5'- TAC TTG GTC ATC CGG TTCTG-3' 

 

CD31 

 

5´- ATG AAG AGC CTG CCG GAC TG-3' 

 

5'- TTC CGT CAC GGT GAC CAG TT-3' 
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3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para realizar a análise estatística utilizamos o programa Statistical Package for 

the Social Sciences (SPSS®) v.19.0. No ensaio quantitativo MTT foram realizadas 4 

réplicas e os resultados obtidos foram expressos com a média ± o desvio padrão. Foi 

também realizado a análise de variância por uma via e o teste estatístico de comparação 

múltipla de Dunnett®. Os valores obtidos que apresentaram um p ≤ 0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos.  
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4. RESULTADOS 
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4.1. EFEITOS DO ALENDRONATO E DO ZOLEDRONATO NO 

COMPORTAMENTO DE CÉLULAS MG63 E HDMECS 

As células MG63 e HDMECs em monoculturas e em co-culturas foram expostas 

ao alendronato e zoledronato durante 14 dias, em concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 

10
-6

 M, para caracterização do comportamento celular, nomeadamente: a 

viabilidade/proliferação, a morfologia, o padrão de crescimento celular e a actividade 

funcional.   

 

4.1.1. Monoculturas de células da linha osteoblástica humana MG63 

A exposição ao alendronato e ao zoledronato nas concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 

10
-8

 e 10
-6

 M, induziu um comportamento celular semelhante à condição controlo, no 

que diz respeito à viabilidade/proliferação celular, analisadas pelo ensaio MTT (Figura 

4.1), tendo-se verificado que as células MG63 cresceram activamente ao longo dos 14 

dias de cultura. No entanto, ao dia 2, verificou-se que a administração da concentração 

de 10
-8

 M de alendronato conduziu a uma taxa de proliferação celular significativamente 

diferente do controlo. No estudo realizado para observar a morfologia das células por 

CLSM (Figura 4.2), verificamos que as células coradas para o citoesqueleto de F-actina 

e para os núcleos demonstraram ao dia 7 uma morfologia alongada, núcleos bem 

definidos e proeminentes, uma organização do citoesqueleto de F-actina normal e a 

presença de contactos célula-célula, com um padrão de crescimento aleatório e bem 

distribuído. Ao dia 14, o padrão de crescimento celular apresentado foi típico, em que as 

células demonstraram uma morfologia fibroblástica, espalhando-se progressivamente 

por toda a superfície de cultura e com uma orientação paralela.  
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Figura 4.1- Viabilidade/proliferação celular (ensaio MTT) de células MG63, monocultivadas na ausência 

(controlo) e na presença de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), em concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 

10
-6

 M. * p ≤ 0.05, significativamente diferente do controlo. 
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Figura 4.2- Imagens CLSM de monoculturas de células MG63 (200×), na ausência dos compostos (A e 

J), na presença de alendronato às concentrações de 10
-12

 (B e K), 10
-10

 (C e L), 10
-8

 (D e M) e 10
-6

 M (E e 

N), e na presença de zoledronato às concentrações de 10
-12

 (F e O), 10
-10

 (G e P), 10
-8

 (H e Q) e 10
-6

 M (I 

e R). Culturas coradas para o citoesqueleto de F-actina (verde) e núcleos (vermelho). 

 

4.1.2. Monoculturas de células endoteliais microvasculares dérmicas humanas 

Através do ensaio MTT verificou-se que o alendronato e o zoledronato, a baixas 

e altas concentrações, não causaram alterações na viabilidade/proliferação celular das 

HDMECs ao longo dos 14 dias de cultura, excepto à concentração mais elevada dos 

compostos, que ao dia 2 foi significativamente diferente do controlo (Figura 4.3). Pelas 

imagens representativas CLSM, demonstrou-se que as monoculturas de HDMECs 

coradas para a CD31 e para os núcleos apresentaram uma morfologia normal, com 

tendência para uma forma circular, núcleos bem definidos, extensões citoplasmáticas e a 

presença de contactos célula-célula. O marcador fenotípico endotelial, CD31, manteve a 

sua expressão ao longo do período de cultura e para todas as condições testadas, excepto 

à concentração mais alta de zoledronato, onde a sua expressão diminuiu ao longo do 

tempo (Figura 4.4). 
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Figura 4.3- Viabilidade/proliferação celular (ensaio MTT) de HDMECs, monocultivadas na ausência 

(controlo) e na presença de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), em concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 

10
-6

 M. * p ≤ 0.05, significativamente diferente do controlo. 
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Figura 4.4- Imagens CLSM de monoculturas de HDMECs (200×), na ausência dos compostos (A e J), na 

presença de alendronato às concentrações de 10
-12

 (B e K), 10
-10

 (C e L), 10
-8

 (D e M) e 10
-6

 M (E e N), e 

na presença de zoledronato às concentrações de 10
-12

 (F e O), 10
-10

 (G e P), 10
-8

 (H e Q) e 10
-6

 M (I e R). 

Culturas coradas para a CD31 (verde) e núcleos (vermelho). 

 

4.1.3. Co-culturas de células MG63 e HDMECs 

As células MG63 e HDMECs co-cultivadas numa proporção de 1:2, 

demonstraram, através do ensaio MTT, um aumento da viabilidade/proliferação celular 

desde o dia 2 até ao dia 14 de cultura, na ausência e na presença das diferentes 

concentrações de alendronato e de zoledronato. Ao dia 2, verificou-se que à 

concentração de 10
-8

 M de alendronato, a taxa de proliferação celular foi 

significativamente diferente do controlo (Figura 4.5). Através das imagens 

representativas CLSM, verificou-se que as células MG63 e HDMECs apresentaram uma 

morfologia característica. Ao dia 7 as células osteoblásticas apresentaram-se em clusters 

rodeadas pelas células endoteliais, demonstrando a presença de contactos célula-célula, 

no entanto, ao dia 14 este padrão foi substituído por uma mistura das duas populações 

celulares. Este comportamento celular foi observado em todas as condições testadas. As 
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co-culturas foram coradas para a CD31 e para os núcleos, demonstrando que o marcador 

CD31 manteve a sua expressão ao longo dos 14 dias de cultura, na ausência e na 

presença dos compostos (Figura 4.6). 

 

 

 

 

 

Figura 4.5- Viabilidade/proliferação celular (ensaio MTT) de células MG63 e HDMECs, co-cultivadas 

na ausência (controlo) na presença de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), em concentrações de 10
-12

, 

10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M. * p ≤ 0.05, significativamente diferente do controlo. 
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Figura 4.6- Imagens CLSM de co-culturas de células MG63 e HDMECs (100×), na ausência dos 

compostos (A e J), na presença de alendronato às concentrações de 10
-12

 (B e K), 10
-10

 (C e L), 10
-8

 (D e 

M) e 10
-6

 M (E e N), e na presença de zoledronato às concentrações de 10
-12

 (F e O), 10
-10

 (G e P), 10
-8

 (H 

e Q) e 10
-6

 M (I e R). Culturas coradas para a CD31 (verde) e núcleos (vermelho). 

 

 

4.2. EFEITOS DO ALENDRONATO E DO ZOLEDRONATO NA EXPRESSÃO 

GÉNICA DE CÉLULAS MG63 E HDMECS 

As células MG63 e HDMECs em monoculturas e co-culturas foram expostas ao 

alendronato e zoledronato durante 14 dias, em concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M, para 

caracterização da expressão génica de marcadores osteoblásticos e de células 

endoteliais. 

 

4.2.1. Monoculturas de células da linha osteoblástica humana MG63 

Pela análise semi-quantitativa dos produtos de RT-PCR realizada em 

monoculturas de células MG63, avaliou-se a expressão dos marcadores ALP, BMP-2 e 
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OPG, tipicamente expressos pelas células osteoblásticas. Na condição controlo, 

verificou-se que as células MG63 não expressaram os marcadores ALP e BMP-2, quer 

ao dia 7 como ao dia 14 de cultura. No entanto, ao dia 14 verificou-se a expressão do 

OPG. Este marcador demonstrou elevados níveis de expressão ao dia 7 e ao dia 14, na 

presença do alendronato e zoledronato, em concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M, assim como 

os marcadores ALP e BMP-2 se expressaram ao dia 14, nas mesmas condições testadas. 

Verifica-se então, que a expressão destes marcadores nas células MG63 foi dependente 

do tempo de cultura e da exposição aos compostos estudados. Os resultados são 

apresentados na figura 4.7. 
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Figura 4.7- Caracterização molecular de monoculturas de células MG63, na ausência (controlo) e na 

presença de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), às concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M. Análise por RT-

PCR da expressão génica para o ALP, BMP-2 e OPG (A e C). Análise densitométrica dos produtos de 

RT-PCR (B e D). 
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4.2.2. Monoculturas de células endoteliais microvasculares dérmicas humanas  

A figura 4.8 apresenta os resultados relativos à análise semi-quantitativa dos 

produtos de RT-PCR realizada em monoculturas de HDMECs, através da qual se 

avaliou a expressão de marcadores genéticos característicos das células endoteliais, 

nomeadamente, o CD31 e CAD-VE. As culturas HDMECs demonstraram para a 

condição controlo a expressão de ambos os marcadores analisados. Na presença das 

concentrações de alendronato e zoledronato testadas, verificou-se uma diminuição da 

expressão do CAD-VE ao dia 14 de cultura. Além disso, também a expressão do 

marcador CD31 diminuiu ao dia 14, na presença do zoledronato à concentração mais 

alta testada. Verifica-se então, que a diminuição da expressão destes marcadores 

endoteliais foi dependente da exposição aos compostos estudados e do tempo de cultura. 
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Figura 4.8- Caracterização molecular de monoculturas de HDMECs, na ausência (controlo) e na presença 

de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), às concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M. Análise por RT-PCR da 

expressão génica para o CD31 e CAD-VE (A e C). Análise densitométrica dos produtos de RT-PCR (B e 

D). 
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4.2.3. Co-culturas de células MG63 e HDMECs 

As células MG63 e HDMECs co-cultivadas numa proporção de 1:10, 

demonstraram diferenças no perfil de expressão dos marcadores osteoblásticos e 

endoteliais, comparativamente com as células em monoculturas. Na condição controlo, 

as co-culturas de células osteoblásticas e endoteliais apresentaram um aumento da 

expressão génica para todos os marcadores testados, comparativamente com as 

respectivas monoculturas. O alendronato e zoledronato, às concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 

M, provocaram um aumento da expressão dos marcadores osteoblásticos ALP e BMP-2, 

ao dia 14 de cultura. Na presença destes compostos, também se verificou um aumento 

da expressão do OPG, no entanto, os seus níveis máximos de expressão foram 

verificados ao dia 7. Relativamente aos marcadores endoteliais CD31 e CAD-VE, 

verificou-se um perfil inverso, uma vez que estes demonstraram uma diminuição da 

expressão ao dia 14, na presença do alendronato e zoledronato às duas concentrações 

testadas. Assim, verifica-se que o aumento e a diminuição da expressão destes 

marcadores osteoblásticos e endoteliais, respectivamente, foram dependentes do tempo 

de cultura, da exposição aos compostos estudados e dos contactos célula-célula 

existentes entre as células MG63 e HDMECs. Os resultados estão evidenciados na 

figura 4.9.  
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Figura 4.9- Caracterização molecular de co-culturas de células MG63 e HDMECs, na ausência (controlo) 

e na presença de alendronato (AL) e zoledronato (Zn), às concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M. Análise por 

RT-PCR da expressão génica para o ALP, BMP-2, OPG, CD31 e CAD-VE (A e C). Análise 

densitométrica dos produtos de RT-PCR (B e D). 
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5. DISCUSSÃO 
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Os efeitos inibitórios dos bifosfonatos nos osteoclastos, in vivo e in vitro, estão 

actualmente bem documentados, no entanto, recentemente tem sido sugerido que estes 

compostos também afectam os osteoblastos (Im et al., 2004; Von Knoch et al., 2005; 

Orriss et al., 2009; Xiong et al., 2009). Os processos de formação e reparação óssea são 

coordenados pela acção de diversos factores/citocinas sistémicos e locais que também 

desempenham um papel pivô no processo de angiogénese. São as interacções directas 

entre os processos de angiogénese e osteogénese que determinam o sucesso da formação 

e reparação do tecido ósseo, o que implica uma relação íntima entre as células 

endoteliais e as células osteoblásticas (Carano e Filvaroff, 2003; Clarkin et al., 2008; 

Grellier et al., 2009). Existem diversos estudos in vitro que demonstram os efeitos dos 

bifosfonatos na proliferação, na diferenciação, na sobrevivência e na actividade das 

células osteoblásticas (Reinholz et al., 2000; Pan et al., 2004; Tenta et al., 2006; Duque 

et al., 2007; Greiner et al., 2007; Iguchi et al., 2007; Idris et al., 2008; Simon et al., 

2008; Boanini et al., 2008; Ory et al., 2008; Stefanik et al., 2008; Bigi et al., 2009; 

Panzavolta et al., 2009; Koch et al., 2010; Yoshitani et al., 2011), bem como na 

proliferação, na migração, na sobrevivência e na actividade das células endoteliais 

(Wood et al., 2002; Hashimoto et al., 2007; Yamada et al., 2009; Michailidou et al., 

2010; Walter et al., 2010; Ziebart et al., 2011). No entanto, apesar de existirem estudos 

in vitro que demonstram as interacções existentes entre as células endoteliais e as 

células osteoblásticas, durante os processos de formação e reparação do tecido ósseo 

(Villars et al., 2000; Villars et al., 2002; Unger et al., 2007; Clarkin et al., 2008; 

Hofmann et al., 2008; Grellier et al., 2009; Santos et al., 2009; Aguirre et al., 2010; 

Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 2010b), a influência que os bifosfonatos têm nesta 

relação ainda não foi demonstrada pela literatura. 

O presente trabalho experimental demonstra o perfil dose-efeito de dois 

bifosfonatos representativos e muito utilizados na terapêutica clínica, o alendronato e o 

zoledronato, no comportamento de células da linhagem osteoblástica humana MG63 e 

HDMECs, em sistema de monocultura e co-cultura, expostas durante 14 dias aos 

compostos, em condições experimentais similares. As concentrações de alendronato e 

zoledronato testadas foram de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M, tendo sido baseadas em estudos 

prévios in vitro do mesmo âmbito, envolvendo a exposição de bifosfonatos em células 

osteoblásticas (Reinholz et al., 2000; Pan et al., 2004; Tenta et al., 2006; Duque et al., 

2007; Greiner et al., 2007; Iguchi et al., 2007; Idris et al., 2008; Simon et al., 2008; 

Boanini et al., 2008; Ory et al., 2008; Stefanik et al., 2008; Bigi et al., 2009; Panzavolta 
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et al., 2009; Koch et al., 2010; Yoshitani et al., 2011) e em células endoteliais (Wood et 

al., 2002; Hashimoto et al., 2007; Yamada et al., 2009; Michailidou et al., 2010; Walter 

et al., 2010; Ziebart et al., 2011), e também nas concentrações de bifosfonatos de 10
-12

 a 

10
-9

 M, que se estima estarem presentes no microambiente ósseo após a terapia com 

estes fármacos (Green, 2004; Schindeler e Little, 2007; Bartl et al., 2007b). 

Este estudo pretende avaliar os efeitos do alendronato e do zoledronato no 

comportamento de células humanas osteoblásticas e endoteliais, uma vez que estes são 

dois bifosfonatos muito utilizados na terapêutica clínica, devido à sua elevada afinidade 

para a superfície óssea (Bartl et al., 2007b). O alendronato é geralmente administrado 

via oral, em doses diárias, semanais ou mensais, para o tratamento de doenças no 

metabolismo ósseo e o zoledronato é geralmente administrado via intravenosa e por 

períodos intermitentes, para o tratamento de tumores ósseos (Schindeler e Little, 2007; 

Naidu et al., 2008; Ruggiero et al., 2009). 

No presente trabalho experimental, utilizaram-se células da linha osteoblástica 

humana derivada de osteossarcoma MG63, uma vez que esta linha celular é muito 

utilizada como modelo das células osteoblásticas, partilhando grande parte das 

características, inclusivamente a nível da expressão génica. A escolha desta linha celular 

deveu-se também ao facto de estas células apresentarem propriedades relativamente 

constantes, independentemente do tipo de pesquisa que se pretenda fazer, do dador das 

células, ou do método de isolamento utilizado. Além disso, uma vez que se trata de uma 

linha celular imortalizada altamente proliferativa, acredita-se que possam ser menos 

sensíveis às acções citotóxicas dos bifosfonatos, permitindo avaliar os seus efeitos em 

uma gama de concentrações mais ampla (Im et al., 2004; Orriss et al., 2009; Zhang et 

al., 2010b). 

A maioria dos estudos in vitro envolvendo células endoteliais, são executados 

com células endoteliais isoladas da macrovascularização humana (Villars et al., 2000; 

Wood et al., 2002; Villars et al., 2002; Hashimoto et al., 2007; Clarkin et al., 2008; 

Hofmann et al., 2008; Grellier et al., 2009; Walter et al., 2010; Zhang et al., 2010a; 

Zhang et al., 2010b; Ziebart et al., 2011). No entanto, neste estudo utilizaram-se células 

endoteliais microvasculares humanas HDMECs, que apesar de serem mais difíceis de 

isolar, dependendo de mais tempo para o processo (Lang et al., 2003), foi recentemente 

comprovado que estas células são menos sensíveis aos efeitos dos bifosfonatos que as 

células do endotélio macrovascular (Michailidou et al., 2010). 
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A primeira parte deste trabalho experimental consistiu em avaliar o 

comportamento de células MG63 e HDMECs, em sistema de monocultura e co-cultura, 

expostas ao alendronato e ao zoledronato em concentrações de 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 

M, durante 14 dias. Para esse efeito estudou-se a viabilidade/proliferação celular, pelo 

ensaio colorimétrico MTT e as características fenotípicas celulares, através de imagens 

representativas CLSM. Os resultados obtidos demonstram que a exposição das células 

MG63 em monoculturas, ao alendronato e ao zoledronato, em todas as concentrações 

testadas, induziu um comportamento celular semelhante à condição controlo, no que diz 

respeito à viabilidade/proliferação celular, tendo-se verificado que as células cresceram 

activamente ao longo dos 14 dias de cultura. No entanto, ao dia 2, verificou-se que à 

concentração de 10
-8

 M de alendronato, a taxa de proliferação celular foi 

significativamente diferente do controlo, o que não se verificou ao dia 7 e ao dia 14 de 

cultura. Este acontecimento pode ser justificado pela possível adaptação das células aos 

compostos em fase precoce de cultura. Em concordância com os resultados obtidos, 

Garcia-Moreno e colaboradores, em 1998 demonstraram que o alendronato em 

concentrações de 10
-12

 a 10
-5

 M não afectou a capacidade proliferativa de células 

osteoblásticas humanas normais. Também Greiner et al., verificaram que a exposição de 

osteoblastos humanos ao zoledronato, na concentração de 5×10
-5 

M, não afectou a 

viabilidade das células (Greiner et al., 2007). Em contrapartida, Xiong e colaboradores, 

em 2009 demonstraram que o alendronato em concentrações de 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M 

induziu a proliferação de células MG63. Estes resultados estão em concordância com os 

obtidos por Im et al., tendo verificado que a exposição destas células ao alendronato em 

concentrações de 10
-12

 a 10
-5

 M aumentou a proliferação celular. No entanto, estes 

autores também verificaram que a concentração mais alta testada (10
-4

 M) inibiu da 

capacidade proliferativa das células (Im et al., 2004). Num estudo realizado por Tenta e 

colaboradores, também demonstraram que o zoledronato em concentrações de 10
-4

 a 

25×10
-4

 M inibiu a proliferação de células MG63 (Tenta et al., 2006), o que foi 

consistente com os resultados obtidos por Iguchi et al., em 2007 para o zoledronato em 

concentrações de 10
-6

, 10
-5

, 10
-4

 e 5×10
-4

 M. As diferenças nos resultados obtidos no 

presente estudo em comparação com os estudos previamente mencionados, podem estar 

relacionadas com as diferenças nas condições de cultura celulares, nomeadamente, o 

meio de cultura utilizado, a densidade a que as células foram semeadas e as condições 

de exposição aos compostos. Outros estudos prévios demonstraram a actividade de 
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diferentes bifosfonatos em vários sistemas de cultura de células osteoblásticas, 

nomeadamente: os efeitos do zoledronato e do pamidronato em células osteoblásticas de 

calvário de rato (Orriss et al., 2009), em osteoblastos humanos e células SaOS-2 (Simon 

et al., 2008), e em osteoblastos fetais humanos (hFOBs) (Reinholz et al., 2000), os 

efeitos do alendronato, do pamidronato, do clodronato e do etidronato em osteoblastos 

de calvário de rato (Idris et al., 2008) e os efeitos do zoledronato, do ibandronato e do 

clodronato em osteoblastos humanos (Koch et al., 2010). Estes estudos verificaram uma 

variedade de perfis dose-efeito a nível das funções e proliferação das células 

osteoblásticas, dependentes dos modelos celulares estudados, dos sistemas 

experimentais utilizados, do potencial farmacológico dos bifosfonatos testados e das 

concentrações utilizadas (Schindeler e Little, 2007).  

Os resultados obtidos nas imagens representativas CLSM, demonstram que as 

células MG63 apresentaram um fenótipo característico, tendo adoptado um padrão de 

crescimento típico fibroblástico (Hofmann et al., 2008; Walter et al., 2010). 

Os resultados do presente estudo também demonstram que o alendronato e o 

zoledronato não afectaram a viabilidade/proliferação das células endoteliais humanas, 

HDMECs, ao longo do tempo de cultura. No entanto, ao dia 2, verificou-se que à 

concentração mais elevada dos compostos, a taxa de proliferação das células endoteliais 

foi significativamente diferente do controlo, o que pode ser justificado pela possível 

adaptação das células aos compostos em fase precoce de cultura. Em concordância com 

os resultados obtidos, Michailidou e colaboradores, demonstraram que a exposição de 

HDMECs ao zoledronato nas concentrações de 10
-6

 e 10
-5

 M, não afectou a proliferação 

celular. No entanto, também verificaram que em concentrações mais elevadas (25×10
-5

 

e 5×10
-5

 M), este composto inibiu a capacidade proliferativa das células (Michailidou et 

al., 2010). Outros estudos prévios também demonstraram os efeitos dose-dependentes 

do alendronato e do zoledronato, na viabilidade, na proliferação, na migração e na 

diferenciação de células endoteliais da macrovascularização humana (Wood et al., 

2002; Hashimoto et al., 2007; Walter et al., 2010; Ziebart et al., 2011) e de células 

progenitoras endoteliais (Yamada et al., 2009; Ziebart et al., 2011). 

Os resultados obtidos relativos às características fenotípicas, demonstram que as 

HDMECs apresentaram uma morfologia típica endotelial, com tendência para uma 

forma circular (Lang et al., 2003). Além disso, as células expressaram o marcador 

endotelial estabelecido CD31. Esta molécula é expressa em elevados níveis na 

superfície das células endoteliais e desempenha um papel fundamental nas várias 
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interacções celulares, participando na cascata de adesões intercelulares das células 

endoteliais durante o processo de angiogénese. Devido ao papel activo da CD31 como 

mediador de adesão endotelial, a sua distribuição celular representa um marcador 

altamente sensível das funções das células endoteliais (Michiels, 2003; Silva Marques et 

al., 2009). Verificou-se que esta molécula manteve a sua expressão ao longo do período 

de cultura e em todas as condições testadas. No entanto, à concentração mais alta de 

zoledronato, este marcador mostrou uma diminuição da expressão ao dia 14, 

acontecimento que pode ser justificado pelo potencial inibitório do zoledronato nas 

células endoteliais, quando administrado em concentrações mais elevadas. O facto de 

estes efeitos inibitórios não se terem verificado para mesma concentração de 

alendronato, pode ser devido ao maior potencial farmacológico do zoledronato em 

comparação com o alendronato.  

Os resultados obtidos para as células MG63 e HDMECs co-cultivadas numa 

proporção de 1:2, demonstram em todas as condições testadas, um aumento da 

viabilidade/proliferação celular ao longo do tempo de cultura. Este acontecimento pode 

ser devido às interacções celulares existentes em sistema de co-cultura com contacto 

directo e pelas comunicações celulares parácrinas que ocorrem via factores solúveis, 

conhecidos por mediarem o crescimento celular (Villars et al., 2000). No entanto, ao dia 

2, verificou-se que à concentração de 10
-8

 M de alendronato, a taxa de proliferação 

celular foi significativamente diferente do controlo, acontecimento que pode ser devido 

à adaptação das células aos compostos em fase precoce de cultura. Em concordância 

com os resultados obtidos, Aguirre e colaboradores, em 2010 verificaram que a 

existência de interacções entre células progenitoras endoteliais da medula óssea (BM-

EPCs) e células estaminais mesenquimatosas (MSCs), em sistema da co-cultura com 

contacto directo, conduziram a uma elevada proliferação celular. Também Zhang e 

colaboradores demonstraram, em diferentes estudos, que a co-cultura com contacto 

directo entre células MG63 e HUVECs estimulou a proliferação das células 

osteoblásticas (Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 2010b). Em estudos realizados por 

outros autores envolvendo células MG63 e HDMECs (Unger et al., 2007) e células 

HOBs e HUVECs (Hofmann et al., 2008), em sistema de co-cultura com contacto 

directo, demonstraram que as interacções entre as células osteoblásticas e as células 

endoteliais estimularam a viabilidade/proliferação das células endoteliais (Unger et al., 

2007; Hofmann et al., 2008). No entanto, tendo em conta as diferenças nas condições de 

cultura, a nível dos sistemas de cultura utilizados, densidades e proporções celulares a 
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que as co-culturas foram feitas e os modelos celulares estudados, torna-se difícil fazer 

uma comparação directa entre os resultados obtidos nestes estudos anteriores e os 

resultados obtidos no presente estudo. Outros autores também demonstraram que a 

existência de interacções físicas e químicas, entre células endoteliais e células 

osteoblásticas, em sistema de co-cultura com contacto directo, podem estimular a 

diferenciação, a migração e a formação de estruturas microcapilares (Villars et al., 

2002; Grellier et al., 2009; Santos et al., 2009). 

Os resultados obtidos pelas imagens representativas CLSM demonstram que as 

células MG63 e HDMECs apresentaram, em todas as condições testadas, uma 

morfologia característica, com a organização das células osteoblásticas em clusters, 

rodeadas pelas células endoteliais, sugerindo que o crescimento das células endoteliais 

foi condicionado pela presença das células osteoblásticas. No entanto, ao dia 14, 

verificou-se uma mistura das duas populações celulares, o que pode ser indicativo das 

interacções recíprocas existentes entre as células endoteliais e as células osteoblásticas 

nesta fase de cultura. Em concordância com estas observações, alguns autores 

verificaram a migração de células endoteliais sobre células osteoblásticas, utilizando-as 

como uma matriz sobre a qual se alinharam (Grellier et al., 2009; Santos et al., 2009). 

Em fase de cultura tardia, verificaram a formação de estruturas microcapilares que se 

estabeleceram entre os osteoblastos, indicando as interacções complexas existentes entre 

estes dois tipos celulares (Unger et al., 2007; Santos et al., 2009). Os resultados obtidos 

também demonstram que as células endoteliais expressaram o marcador de adesão 

endotelial CD31, ao longo do tempo de cultura (Unger et al., 2007; Hofmann et al., 

2008; Santos et al., 2009). 

A segunda parte deste estudo consistiu em avaliar a expressão génica por RT-

PCR, de células MG63 e HDMECs, em sistema de monocultura e co-cultura, expostas 

ao alendronato e ao zoledronato nas concentrações de 10
-12

 e 10
-6

 M, durante 14 dias. 

Os resultados obtidos demonstram que as monoculturas de células MG63, na ausência 

dos compostos testados, não expressaram os marcadores osteoblásticos ALP e BMP-2, 

ao longo do tempo de cultura. Ao contrário do marcador OPG que foi expresso ao dia 

14. No entanto, verificou-se que as concentrações de alendronato e zoledronato testadas 

induziram um aumento da expressão deste marcador ao longo do tempo de cultura e a 

expressão dos marcadores ALP e BMP-2 ao dia 14. A ALP é um dos marcadores de 

diferenciação dos osteoblastos maduros e o aumento da sua expressão está associado 

com a diferenciação progressiva e actividade dos osteoblastos (Boanini et al., 2008; 
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Panzavolta et al., 2009; Xiong et al., 2009). A BMP-2 é um marcador associado às 

células osteoblásticas, envolvido na diferenciação e no desenvolvimento do fenótipo 

celular osteoblástico (Pan et al., 2004; Lian et al., 2006). Tendo em conta que a ALP e a 

BMP-2 são marcadores de diferenciação osteoblástica, os baixos níveis de expressão 

obtidos para estes marcadores, em todas as condições testadas, podem ser indicativos de 

que as células osteoblásticas se encontravam em fase proliferativa, o que está em 

concordância com os resultados obtidos pela análise da viabilidade/proliferação das 

células MG63. A OPG é um membro da família TNF, expressa pelas células 

osteoblásticas, envolvida nas interacções entre os osteoblastos e os osteoclastos no 

desenvolvimento e remodelação óssea. Esta citocina liga-se à RANKL e impede a sua 

ligação RANK nos osteoclastos, inibindo a diferenciação e a activação destas células 

(Boyce e Xing et al., 2007; Greiner et al., 2007; Boanini et al., 2008; Panzavolta et al., 

2009). Verifica-se então, que estes marcadores osteoblásticos apresentaram perfis de 

expressão génica específicos, dependentes do tempo de cultura e da exposição aos 

compostos estudados, demonstrando que nestas condições e em sistema de 

monocultura, se alcançou o fenótipo osteoblástico. Anteriormente, Simon e 

colaboradores demonstraram que o zoledronato (10
-6

, 5×10
-6

, 10
-5

 e 2×10
-5

 M) provocou 

uma redução da expressão do gene ALP, em células osteoblásticas humanas e células 

SaOS-2, ao longo de 4 semanas de cultura (Simon et al., 2008). Em contrapartida, 

outros autores demonstraram que a exposição de células MG63 ao alendronato, em 

concentrações similares às testadas no presente estudo, aumentou a expressão génica da 

BMP-2, após 3 dias (Im et al., 2004) e 4 dias (Xiong et al., 2009) de cultura. O aumento 

da expressão génica deste marcador foi também demonstrado por outros autores, que 

avaliaram os efeitos do zoledronato (Pan et al., 2004) e do alendronato e zoledronato 

(Von Knoch et al., 2005) em células osteoblásticas. Também Viereck e colaboradores, 

verificaram que a exposição de células osteoblásticas humanas ao zoledronato (10
-12

 a 

10
-5

 M) estimulou a expressão do marcador OPG, após 3 dias de cultura (Viereck et al., 

2002). Em contrapartida, Kim et al., em 2002 demonstraram que a exposição de 

osteoblastos de calvário de rato ao alendronato (10
-8

 a 10
-6

 M), não influenciou a 

expressão génica da OPG, mantendo-se constante ao longo de 2 dias de cultura. Dadas 

as informações obtidas no presente estudo em comparação com os estudos previamente 

mencionados, é possível constatar uma variedade de perfis dose-efeito a nível da 

expressão génica dos marcadores estabelecidos osteoblásticos, que podem ser 

justificados pelas variações nas condições de cultura utilizadas, nomeadamente, as doses 
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e tipos de bifosfonatos testados, os modelos de cultura celulares estudados e o tempo de 

exposição aos compostos.  

Os resultados obtidos no presente trabalho experimental revelam que a 

exposição do alendronato e do zoledronato em monoculturas de HDMECs, afectou a 

expressão génica dos marcadores endoteliais estabelecidos CD31 e CAD-VE. Esta 

caderina do endotélio vascular é um marcador de adesão celular, localizada nas células 

endoteliais e promotora dos contactos entre estas células, fazendo parte das junções de 

aderinas que estabelecem estes contactos. Está envolvida na morfogénese vascular e 

medeia a manutenção destas estruturas, tornando-se um marcador útil para monitorizar 

o processo de angiogénese (DeLisser, 1997; Vestweber, 2000; Martin et al., 2005). Os 

resultados obtidos demonstram que em ambas as concentrações testadas, ocorreu uma 

diminuição da expressão do marcador CAD-VE, ao dia 14 de cultura. O mesmo padrão 

foi observado para o marcador CD31, apenas à concentração mais alta de zoledronato, o 

que foi consistente com os resultados obtidos para a expressão fenotípica deste 

marcador, observada nas imagens CLSM. Na ausência dos compostos verificou-se a 

expressão de ambos os marcadores, ao longo do tempo de cultura. Assim, verifica-se 

que estes marcadores endoteliais apresentaram perfis de expressão génica específicos, 

dependentes do tempo de cultura e da exposição ao alendronato e ao zoledronato, 

demonstrando que nestas condições e em sistemas de monocultura, as HDMECs 

alcançaram o fenótipo endotelial. Os efeitos dos bifosfonatos a nível da expressão 

génica dos marcadores endoteliais analisados neste estudo, nunca foram descritos na 

bibliografia. No entanto, tendo em conta as funções de adesão endotelial 

desempenhadas pela CD31 e CAD-VE, sugere-se que as concentrações de alendronato e 

de zoledronato testadas podem ter efeitos anti-angiogénicos, com maior sensibilidade da 

CAD-VE aos perfis dose-efeito dos bifosfonatos.  

Os resultados obtidos para as células MG63 e HDMECs co-cultivadas numa 

proporção de 1:10, demonstram que na ausência dos compostos, ocorreu um aumento 

da expressão génica para todos os marcadores testados, comparativamente com os 

resultados obtidos para as respectivas monoculturas, comprovando a existência de 

interacções entre as células osteoblásticas e as células endoteliais, que estimularam a 

expressão dos marcadores característicos analisados. As concentrações de alendronato e 

zoledronato testadas provocaram um aumento da expressão dos marcadores 

osteoblásticos ALP e BMP-2, ao dia 14 de cultura, com níveis de expressão superiores 

aos obtidos nas monoculturas de células MG63. Além disso, também se verificou que 
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na presença dos compostos, ocorreu um aumento da expressão do marcador OPG, com 

um pico de expressão observado ao dia 7. Este acontecimento é indicativo de que a 

presença dos compostos testados provocou uma antecipação da expressão máxima deste 

marcador, o que poderá desencadear a ocorrência de uma inibição precoce da 

osteoclastogénese. Relativamente aos marcadores endoteliais, verificou-se que ao 

contrário das células endoteliais em monocultura, a presença do alendronato e do 

zoledronato, induziu a diminuição da expressão dos marcadores CD31 e CAD-VE, ao 

longo do tempo de cultura, o que pode ser indicativo de que em sistema de co-cultura o 

potencial anti-angiogénico dos bifosfonatos pode ser aumentado. Verifica-se então, que 

os marcadores osteoblásticos e endoteliais testados apresentaram perfis de expressão 

génica específicos, dependentes do tempo de cultura, da exposição aos compostos 

estudados e das interacções entre as células MG63 e HDMECs. Anteriormente, Zhang e 

colaboradores demonstraram, em diferentes estudos, que após 5 dias de cultura, ocorreu 

um aumento da expressão dos marcadores ALP (Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 

2010b) e OPG (Zhang et al., 2010a), em co-culturas de células MG63 e HUVECs, 

comparativamente com as células MG63 em monocultura (Zhang et al., 2010a; Zhang 

et al., 2010b). Grellier e colaboradores também verificaram um aumento da expressão 

do marcador ALP, após 2 dias de co-culturas de células HOPs e HUVECs, em 

comparação com as células osteoblásticas cultivadas individualmente (Grellier et al., 

2009). Em contrapartida, Hofmann et al., demonstraram que a expressão do marcador 

ALP pelas células HOBs, não foi influenciada pela presença de HUVECs (Hofmann et 

al., 2008). Meury e colaboradores verificaram que em co-culturas de HBMSCs e 

HUVECs, ocorreu uma diminuição significativa dos níveis de expressão do marcador 

BMP-2, após 14 dias de cultura (Meury et al., 2006). Os níveis de expressão dos 

marcadores endoteliais CD31 e CAD-VE foram também analisados por Aguirre e 

colaboradores, tendo demonstrado que em co-culturas de células progenitoras 

endoteliais e osteoblásticas, ocorreu um aumento precoce da expressão destes 

marcadores, seguido de uma queda acentuada da expressão ao dia 7 e ao dia 14 (Aguirre 

et al., 2010). As diferenças observadas neste estudo, a nível da expressão génica dos 

marcadores osteoblásticos e endoteliais, em comparação com os estudos previamente 

mencionados, podem estar relacionadas com as diferenças nos sistemas de co-cultura 

utilizados, nos modelos celulares avaliados, nas densidades e proporções celulares 

utilizadas e nos períodos de cultura efectuados. 
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Já foram realizados diversos estudos in vitro para averiguar a actividade dos 

bifosfonatos em vários tipos de células osteoblásticas e endoteliais, usando uma 

variedade de concentrações que geralmente são iguais ou superiores às que se estima 

estarem presentes no microambiente ósseo. No entanto, os efeitos destas concentrações 

de bifosfonatos ainda não foram analisados em sistema de co-cultura entre estes tipos 

celulares, sendo no entanto conhecido, através de estudos recentes, as interacções 

existentes entre as células osteoblásticas e as células endoteliais em sistema de co-

cultura. Embora os níveis exactos de bifosfonatos a que os osteoblastos, células 

endoteliais e outros tipos celulares, estão expostos no microambiente ósseo durante a 

terapia com estes fármacos, sejam desconhecidos (Reinholz et al., 2000; Pan et al., 

2004; Idris et al., 2008; Orriss et al., 2009), estima-se que estes sejam inferiores ou 

iguais a 10
-9

 M (Green, 2004; Schindeler e Little, 2007; Bartl et al., 2007b). No entanto, 

muitos estudos já sugeriram que os ossos mandibulares são mais susceptíveis à 

deposição de elevadas concentrações de bifosfonatos, uma vez que sendo um local onde 

a actividade diária é mais elevada, a ocorrência de uma constante remodelação óssea é 

acrescida (Bartl et al., 2007b; Naidu et al., 2008; Sarasquete et al., 2009). 

É importante mencionar que poucos são os estudos in vitro, que avaliam os 

efeitos dos bifosfonatos comparando diferentes tipos celulares, baseando-se apenas em 

sistemas de cultura individuais, o que providencia informações bastante limitadas e 

pouco representativas da exposição dos bifosfonatos in vivo (Schindeler e Little, 2007). 

A caracterização dos efeitos dos bifosfonatos em sistema de co-cultura de osteoblastos e 

células endoteliais, efectuada no presente estudo, permitiu obter informações sobre os 

efeitos dos bifosfonatos nas interacções existentes entre os processos de angiogénese e 

osteogénese do tecido ósseo. Além disso, este estudo também fornece informações 

detalhadas relativas aos perfis de expressão génica dependentes das concentrações de 

bifosfonatos, associados com a viabilidade/proliferação celular e características 

fenotípicas das células endoteliais e das células osteoblásticas. 
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Nas últimas décadas, múltiplos estudos têm sido realizados de modo a investigar 

os perfis dose-efeito dos bifosfonatos, no comportamento de células osteoblásticas e de 

células endoteliais. No entanto, os efeitos destes fármacos nas interacções entre as 

células osteoblásticas e as células endoteliais, responsáveis por coordenar os processos 

de osteogénese e angiogénese, implicados na formação óssea, ainda não são conhecidos.  

 Desta forma, no presente estudo, a possibilidade de avaliar os efeitos de dois 

bifosfonatos muito utilizados na terapêutica clínica, o alendronato e o zoledronato, nas 

interacções entre células osteoblásticas humanas, MG63 e células endoteliais humanas, 

HDMECs, em sistema de monocultura e co-cultura, apresentou-se como um grande 

desafio. Com esta avaliação, esperou-se obter respostas para algumas das questões com 

que os clínicos se têm vindo a deparar ao longo da sua prática diária, como o 

desenvolvimento de osteonecrose dos maxilares por pacientes tratados com 

bifosfonatos. 

 O alendronato e o zoledronato, em concentrações conhecidas por inibirem a 

reabsorção óssea in vivo, nomeadamente, 10
-12

, 10
-10

, 10
-8

 e 10
-6

 M, não causaram 

alterações significativas na proliferação das células endoteliais e das células 

osteoblásticas, tanto em sistema de monocultura, como em sistema de co-cultura. No 

entanto, ocorreu uma diminuição da expressão fenotípica das células endoteliais, 

sugerida pela redução da expressão dos marcadores CAD-VE e CD31. 

 As células MG63 em monocultura e em co-cultura, sob as concentrações de 

alendronato e de zoledronato testadas de 10
-12

 e 10
-6

 M, aumentaram a expressão génica 

dos marcadores osteoblásticos ALP, BMP-2 e OPG, com um aumento significativo da 

expressão do inibidor de osteoclastogénese, OPG. Os marcadores endoteliais 

estabelecidos CD31 e CAD-VE, diminuíram a sua expressão sob as mesmas 

concentrações de alendronato e de zoledronato. 

 Estes acontecimentos sugerem que os efeitos inibitórios dos bifosfonatos nas 

células endoteliais podem ser indicativos dos efeitos deletérios destes compostos no 

tecido ósseo. 

 O sistema de co-cultura utilizado no presente estudo, permitiu a ocorrência de 

interacções contínuas entre as células MG63 e as HDMECs, indicando que este pode ser 

um sistema útil para avaliar a regulação recíproca e as interacções funcionais entre estes 

dois tipos celulares. 

 No entanto, para esclarecer o real potencial e mecanismos de acção dos 

bifosfonatos no tecido ósseo, é indispensável prosseguir com futuras investigações. 
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Uma maior clarificação dos efeitos destes compostos, nas interacções entre as células 

osteoblásticas e as células endoteliais, em sistemas de co-cultura, é indispensável e 

constitui certamente um dos primeiros passos a seguir num futuro próximo, 

principalmente porque estes efeitos ainda não foram descritos pela literatura. Além 

disso, tendo em conta que vivemos numa época de grandes avanços tecnológicos na 

área da investigação científica, é necessário o desenvolvimento de sistemas de cultura 

celulares, que providenciem informações mais representativas da exposição dos 

bifosfonatos, in vivo. 
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Long-term therapies with

Bisphosphonates (BPs) can cause

osteonecrosis of the jaws, a

condition characterized by tissue

dehiscence, chronic bone

devitalization, hypocellularity and

lytic radiographic features, being

usually refractory to therapy. Among

the diverse and complex

mechanisms of action recently

suggested for BPs, the anti-

angiogenic properties appears to be

a relevant feature of their

pharmacological profile. Due to the

intimate relationship between

angiogenesis and

osteogenesisduring bone formation

events, the aim of this study was to

analyze the effect of representative

BPs – alendronate and zoledronate,

two widely used BPs in therapeutics

- in the behavior of a co-culture

system of human osteoblastic and

endothelial cells.

Introduction

Methods

MG63 osteoblast-like cells (103

cell/cm2) and human dermal

microvascular endothelial cells

(HDMEC, 104 cell/cm2) were

cultured isolated or co-cultured in

endothelium medium, in the

absence (control) and in the

presence of 10-12 to 10-6 M

Alendronate (AL) or

Zolendronate (Zn).

Cultures were maintained for 14

days and characterized for:

• cell viability/proliferation by the

MTT assay;

• pattern of cell growth by

confocal laser scanning

microscopy (CLSM), following

immunostaining:

-Endothelial cells were stained for

CD31, a specific endothelial

marker;

- MG63 were stained for actin

filaments with phelloidin;

• gene expression of osteoblastic

markers (ALP, BMP-2, OPG) and

endothelial markers (CD31, VE-

Cadherin) by RT-PCR and

densitometric analysis.
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MG63 cells grew actively throughout the 14 days of culture. Cell behavior, regarding to

proliferation and cellular phenotype (analysed by CLSM), of cultures exposed to

Alendronate and Zolendronate with concentrations ranges between 10-12 M and 10-6

M, was similar to that of control.

Alendronate and Zolendronate did not affect the cell viability/proliferation of HDMEC,
at low and high concentrations. As shown by CLSM, the characteristic marker of the

endothelial phenotype – CD31 – maintains it expression throughout the culture period

and in each of tested conditions, except at the highest concentration of zolendronate,
where its expression decreases over time.
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Co-cultures of MG63 cells and HDMEC proliferated from day 2 to day 14 of culture, and showed a characteristic morphology. At day 7, cultures presented 

clusters of osteoblastic cells surrounded by endothelial cells, but, at day 14, the two populations were mixed up. This pattern was observed in the absence 

or presence of Alendronate and Zolendronate. By CLSM it was verified that CD31 marker maintained its expression throughout the 14 days of culture, for 

all tested conditions.

In control conditions, MG63 cells did not express ALP and BMP-2, and expressed

OPG at day 14. In the presence of Alendronate or Zolendronate, 10-12 and 10-6 M,

cultures expressed high levels of OPG at days 7 and 14, and expressed ALP and

BMP-2 at day 14.

HDMEC cultures,in control conditions ,expressed CD31 and CAD-VE markers.

Alendronate, 10-12 M and 10-6 M, decreased the expression of CAD-VE marker at day 14.

Zolendronate decreased the expression of CD31 marker at 10-6 M.

Co-cultures of osteoblasts and endothelial cells, in control conditions, presented an increase of gene expression for all tested markers, compared to the respective monocultures.

For all tested concentrations, Alendronate and Zolendronate increased the expression of ALP and BMP-2 osteoblastic markers at day 14; expression of OPG also increased,

especially at day 7. Expression of CD31 and CAD-VE endothelial markers decreased in the presence of Alendronate and Zolendronate, at day 14.
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 Alendronate and Zolendronate, in concentrations ranging between 10-12 and 10-6 M, did not cause significant changes in cell proliferation of endothelial and osteoblastic cells in

monoculture and co-cultures. However, there was a decrease in the phenotypic expression of endothelial cells, suggested by the reduction of CAD-VE and CD31 expression.

Monocultured and co-cultured MG63 cells, under tested concentrations of Alendronate and Zolendronate (10-12 and 10-6 M), increased the gene expression of ALP, BMP-2 and

OPG markers. Expression of OPG, a osteoclastogenesis inhibitor, increased significantly. Endothelial markers CD31 and CAD-VE decreased their expression under the tested

concentrations of Alendronate and Zolendronate.

These facts indicate that the inhibitory effects of BPs in endothelial cells might play a role in the deleterious effects of BPs in the bone tissue.
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