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RESUMO 

 

 Calcificações cerebrais (CC) são um achado comum em neuroimagens de pacientes com 

desordens metabólicas, genéticas ou doenças mitocondriais. A calcificação cerebral familiar 

primária (CCFP) é uma doença neurodegenerativa calcificante rara, caracterizada pela presença 

de depósitos anormais de hidroxiapatita em regiões específicas do cérebro, como o tálamo e os 

gânglios da base. Até o presente, 5 genes foram associados a CCFP: SLC20A2, XPR1, PDGFβ, 

PDGFRβ e MYORG. Outra desordem que apresenta o fenótipo das CC é a Esclerose Tuberosa 

(ET), uma síndrome neurocutânea, onde aproximadamente 80% dos casos estão relacionados 

com a perda da função dos genes TSC1 ou TSC2. Na ET, as CC são relatadas como sendo 

difusas e sem padrão de simetria ou bilateralidade. Objetivamos então, através de um modelo 

de calcificação in vitro, avaliar o padrão de expressão de genes associados as CC e possíveis 

alternativas de tratamento. Utilizamos células SaOs-2 e induzimos sua calcificação a partir da 

administração de ácido ascórbico e β-glicerolfosfato por 14 dias. Avaliamos a expressão dos 

genes TSC1 e TSC2 durante a indução da calcificação e também a partir do tratamento 

concomitante com o calcitriol, a forma ativa da vitamina D ou o bisfosfonato alendronato. No 

mesmo modelo experimental, também avaliamos a eficácia do tratamento com o alendronato, 

sobre a expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ. Foi observado que no modelo 

celular de calcificação, tanto os genes TSC1 e TSC2, quanto o SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, 

tiveram suas expressões diminuídas ao fim dos 14 dias. Quando a cultura foi tratada com 

calcitriol ou alendronato, os genes TSC1 e TSC2, mantiveram ou aumentaram sua expressão. 

Em relação aos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, quando a cultura foi tratada com 

alendronato, apenas o PDGFRβ não apresentou melhora na expressão, pelo contrário, ficou 

abaixo do controle.  De maneira geral, tanto o calcitriol, quanto o alendronato exerceram um 

papel positivo na expressão dos genes dentro de um contexto de calcificação, além de diminuir 

a própria calcificação induzida no modelo celular. Nossos resultados indicam a possibilidade 

de novos estudos e novas abordagens acerca do tratamento de doenças que tem as CC como um 

de seus fenótipos.    

Palavras-chave: Alendronato. Calcificação cerebral familiar primária. Calcitriol. Esclerose 

tuberosa. SaOs-2.  

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 Brain calcifications (BC) are a common finding in neuroimaging of patients with 

metabolic, genetic or mitochondrial diseases. Primary Familial Brain Calcification (PFBC) is a 

rare calcifying neurodegenerative disease, characterized by the presence of abnormal 

hydroxyapatite deposits in specific brain regions, such as the thalamus and basal ganglia. To 

date, 5 genes have been associated with PFBC: SLC20A2, XPR1, PDGFβ, PDGFRβ and 

MYORG. Another disorder that presents the BC phenotype is Tuberous Sclerosis (TS), a 

neurocutaneous syndrome, where approximately 80% of cases are related to the loss of function 

of TSC1 or TSC2 gene. In TS, BC are reported as diffuse and without symmetry or bilaterality 

pattern. We aimed then, through an in vitro calcification model, to evaluate the pattern of gene 

expression associated with BC and possible treatment alternatives. We used SaOs-2 cells and 

induced their calcification by the administration of ascorbic acid and β-glycerolphosphate for 

14 days. We evaluated the expression of the TSC1 and TSC2 genes during the calcification 

induction and also from concomitant treatment with calcitriol, the active form of vitamin D or 

the bisphosphonate alendronate. In the same experimental model, we also evaluated the efficacy 

of alendronate treatment on the expression of the SLC20A2, PDGFβ and PDGFRβ genes. It 

was observed that in the cellular model of calcification, both the TSC1 and TSC2 genes, as well 

as the SLC20A2, PDGFβ and PDGFRβ, had their expressions decreased after 14 days. When 

the culture was treated with calcitriol or alendronate, the TSC1 and TSC2 genes maintained or 

increased its expression. Regarding the SLC20A2, PDGFβ and PDGFRβ genes, when the 

culture was treated with alendronate, only PDGFRβ did not improve expression, conversely, it 

was below control. Overall, both calcitriol and alendronate, played a positive role in gene 

expression within a calcification context, in addition to decreasing the induced calcification 

itself in the cellular model. Our results indicate the possibility of further studies and new 

approaches to the treatment of diseases that have CC as one of their phenotypes. 

 

Keywords: Alendronate. Calcitriol. Primary familial brain calcification. SaOs-2. Tuberous 

sclerosis.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

A ciência básica experimental possui um papel importante no desenvolvimento e 

construção do conhecimento, visto que procura mimetizar condições humanas em organismos 

menos complexos e passíveis de manipulação. Ao longo do tempo, modelos celulares vêm 

sendo utilizados para investigar a dinâmica de várias doenças, além de, consequentemente, ser 

uma alternativa ao uso de animais; embora estes ainda sejam peças importantes e necessárias 

no desenvolvimento do conhecimento. 

Nosso trabalho busca, através de um modelo celular experimental, criar um ambiente 

próximo ao encontrado em humanos e entender o comportamento de genes reconhecidamente 

envolvidos com a calcificação cerebral. Calcificações em tecidos moles, como o cérebro, 

costumam causar danos a fisiologia do tecido e consequente prejuízo ao indivíduo, que pode 

desenvolver sintomas neurológicos e psiquiátricos. Além de entender a dinâmica desses genes 

em um ambiente de calcificação, buscamos avaliar a eficácia de determinados tratamentos nesse 

contexto. 

Aqui, baseamos nossa pesquisa em duas doenças que tem a calcificação cerebral como 

elo, a Calcificação Cerebral Familiar Primária e a Esclerose Tuberosa. A primeira possui no 

fenótipo da calcificação cerebral seu principal achado, uma calcificação muito própria e muito 

importante para o desenvolvimento de todos os sintomas do paciente. A Esclerose Tuberosa, 

por ser uma síndrome, acomete o indivíduo de maneira sistêmica, e tem na calcificação cerebral 

mais um de seus sinais. Ambas possuem um caráter genético importante, então, os diferentes 

genes envolvidos no contexto da calcificação, serviram como fio condutor da pesquisa. 

Não existe tratamento específico para as calcificações cerebrais, evitar sua formação, 

cessar sua expansão ou diminuir sua área no cérebro ainda são um desafio. Nosso trabalho 

pretende investigar a interação do calcitriol e do alendronato sobre os genes envolvidos nessas 

doenças e sobre o próprio fenótipo da calcificação, em um modelo celular. Esperamos através 

desses experimentos iniciais, de base, suscitar achados inéditos que impactem em novas terapias 

e que tragam sobretudo uma melhor qualidade de vida para esses pacientes.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar, através de um modelo de calcificação in vitro, o padrão de expressão de genes 

associados a calcificação cerebral e possíveis alternativas de tratamento. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a expressão dos genes envolvidos com a Esclerose Tuberosa, TSC-1 e TSC-2, em 

um modelo de calcificação in vitro de células SaOs-2; 

 

• Analisar a repercussão da expressão dos genes TSC-1 e TSC-2 em um modelo de 

calcificação in vitro, de células SaOs-2, frente ao tratamento com calcitriol ou 

alendronato; 

 

• Avaliar a repercussão do tratamento com o alendronato sobre a calcificação induzida em 

um modelo in vitro de células SaOs-2; 

 

• Analisar a repercussão da expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ em um 

modelo de calcificação in vitro de células SaOs-2, frente ao tratamento com alendronato. 
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1.2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 Calcificações cerebrais são sinais comuns, presente em várias condições raras. Até o 

momento, diversas alterações genéticas em diferentes genes foram associadas a esse fenótipo, 

que pode ocorrer com diferentes padrões no cérebro. Por que genes com funções tão diferentes 

convergem para um mesmo fenótipo? Dentro do fenótipo das CC, por qual motivo algumas 

áreas calcificam e outras não? Como diminuir ou parar o acúmulo de cristais de cálcio no 

cérebro? As perguntas são inúmeras e embora os estudos que abordam os mecanismos das CC 

tenham aumentado considerávelmente nos últimos anos, ainda existe uma lacuna imensa. Nesse 

cenário, estudos in vitro se mostram como uma importante ferramenta para entender essas 

questões e tentar esclarecer o papel de determinados genes no fenótipo das CC.  

 Nosso grupo possui vasta experiência no tema, seja em estudos com pacientes, seja com 

modelos celulares ou animais. Nesse trabalho, de maneira específica, buscávamos através de 

um modelo celular, elucidar questões básicas, fundamentais, a respeito do comportamento de 

determinados genes inseridos em um ambiente de calcificação. Para além desse entendimento, 

procuramos abordar possíveis alternativas de tratamento contra a deposição de cálcio e que 

possam reestabelecer a expressão dos genes que se apresentam diminuídos nos pacientes com 

o fenótipo em questão. 

 Baseado nos dados da literatura, acreditávamos que o calcitriol, bem como o 

alendronato, poderiam interferir positivamente no comportamento dos genes TSC1 e TSC2, 

envolvidos com a Esclerose Tuberosa. Esperávamos também que o alendronato fosse capaz de 

diminuir a calcificação no nosso modelo celular, através da manutenção dos níveis de expressão 

dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, envolvidos com a CCFP. A partir dos nossos achados, 

desejamos lançar luz sobre novas perspectivas de tratamentos para pacientes com CC. 

 

.  
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2  REVISÃO DE LITERAURA      

 

2.1 CALCIFICAÇÃO CEREBRAL 

 

 A calcificação ectópica ou ossificação heterotópica, é caracterizada como a 

biomineralização inadequada de tecidos moles, frequentemente causando danos aos mesmos 

(LI; UITTO, 2018). São vários os fatores que contribuem para essa condição, como infecções, 

traumas, alterações metabólicas e genéticas. Dentre os tecidinseriros moles suscetíveis a esse 

processo, os mais afetados são: coração, vasos, pulmão, rim e cérebro (LEMOS et al., 2013). 

Essa biomineralização é formada tipicamente por sais de fosfato de cálcio, incluindo a 

hidroxiapatita (Ca10[PO4]6[OH]2) como principal componente, além de possuir também zinco, 

ferro e magnésio na sua composição (GIACHELLI, 1999). Nas calcificações cerebrais (CC) a 

deposição de minerais ocorre tanto na parede dos vasos como no parênquima cerebral, causando 

neurodegeneração e gliose (LEMOS et al., 2013).   

 Os pacientes afetados por essas calcificações podem apresentar diversos sintomas 

neurológicos e/ou psiquiátricos como parkinsonismo, distonia, ataxia, convulsões, demência, 

psicose e transtornos de humor, além de prejuízos motores. Outros pacientes, no entanto, 

permanecem assintomáticos por toda a vida (LEMOS et al., 2013; MANYAM, 2005; 

RUSSELL, 2011). 

 As CC podem ocorrer dentro de um processo considerado fisiológico ou patológico 

(Figura 1) (OLIVEIRA; BARROS E SILVA; OLIVEIRA, 2013). Numa condição fisiológica, 

as CC ocorrem de maneira natural, sem relação com processos patológicos e sem causarem 

prejuízos ao seu portador, em sua maioria, homens (YALCIN et al., 2016).  Muitos estudos 

apontam que CC fisiológicas na glândula pineal e no plexo coroide, por exemplo, podem 

ocorrer em até 70% dos indivíduos com média de 50 anos de idade (DAGHIGHI et al., 2007; 

YALCIN et al., 2016). As calcificações são um achado comum em neuroimagens de pacientes 

com desordens metabólicas como hipoparatireoidismo, pseudohipoparatireoidismo ou doenças 

mitocondriais. Diversas síndromes como Aicardi-Goutieres, DiGeorge, Down e Esclerose 

Tuberosa também apresentam tal achado. Entre outras causas, toxicidade por ferro, manganês 

ou monóxido de carbono, bem como infecções congênitas causadas pelos vírus da Zika ou 

Rubéola, por exemplo, também podem desencadear um quadro de calcinose no cérebro 

(CORTES et al., 2018; DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015). De maneira geral, estudos 
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apontam que as CC podem ser uma manifestação secundária de mais de 50 condições médicas 

(KOSTIC; PETROVIC, 2017; QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Neuroimagens representativas (tomografia computadorizada) de pacientes com calcificações cerebrais 

de diferentes etiologias. (A) Pseudo-hipoparatireoidismo (MONTENEGRO et al., 2011). (B) Zika vírus 

(PETRIBU et al., 2017). (C) Calcificação fisiológica da glândula pineal e plexo coroide (TURGUT et al., 2008). 

(D) Síndrome de Aicardi-Goutieres (UGGETTI et al., 2009). As calcificações estão indicadas com as setas 

amarelas. 

 O padrão de distribuição e a maneira como as calcificações se apresentam são diversos, 

mas, de maneira geral, ocorrem bilateralmente e usualmente são identificadas nos gânglios da 

base, cerebelo, tálamo e tronco encefálico (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; LEMOS et 

al., 2013). A maioria das calcificações no cérebro ocorrem em áreas específicas, conferindo um 

certo tropismo a essas regiões, característica ainda sem uma razão estabelecida. Dentro de um 

contexto patológico, estudos mostram que existe uma vulnerabilidade maior a deposição de 

cristais de hidroxiapatita nos gânglios da base (GB) (BEKIESINSKA-FIGATOWSKA; 

MIERZEWSKA; JURKIEWICZ, 2013; DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; OLIVEIRA, 

2011).   

 

2.2 CALCIFICAÇÃO CEREBRAL FAMILIAR PRIMÁRIA 

 

 Calcificações bilaterais no cérebro foram descritas pela primeira por Delacour, ao 

realizar uma necropsia em 1850, na França, de um homem com 56 anos (DELACOUR, 1850). 

Pouco tempo depois, Bamberger, descreveu calcificações nos vasos cerebrais de uma mulher 

que tinha retardo mental e convulsões (BAMBERG, 1855). Em 1930, o patologista alemão Karl 

Theodor Fahr descreveu o caso de um paciente epiléptico e com histório de demência, de 81 

anos, que apresentava CC difusas (FAHR, 1930). A partir de então, sendo publicado pela 

primeira vez em 1951, o epônimo “Doença de Fahr” passou a ser utilizado para descrever 

pacientes com calcificações cerebrais (DECHAUME et al., 1951).  



19 

 

 

 

 Os GB se notabilizaram inicialmente por serem uma das áreas do cérebro com maior 

incidência de calcificação, diante disso, adotou-se o nome de “calcificação idiopática dos 

gânglios da base”, utilizado pela primeira vez em 1974 (CARACENI; BROGGI; AVANZINI, 

1974). No entanto, outras regiões como tálamo, núcleo denteado e susbtância branca cortical 

também se mostraram afetadas com frequência. Posteriormente, outros nomes foram utilizados 

como “calcinose estrio-pálido-denteada bilateral” e “ferrocalcinose cerebrovascular familiar”, 

por exemplo (QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018). Diante de tantas terminologias, 

sem uma que correspondesse de maneira específica a esse grupo de doença, vários outros nomes 

foram cunhados, criando uma certa confusão em relação as verdadeiras causas e consequências 

da doença (MANYAM, 2005). 

 Até então não se sabia qual ou quais mecanismos davam início as calcificações, que 

aconteciam em indivíduos sem qualquer distúrbio bioquímico. O termo “idiopático”, no 

entanto, deixou de ser utilizado após a descoberta do primeiro gene associado a doença, quando 

então se propôs o termo “calcificação cerebral familiar primária” (SOBRIDO et al., 2013). O 

termo primário significa que a causa das calcificações têm origem genética e não que são 

decorrentes de distúrbios metabólicos ou qualquer outra condição patológica (LEMOS et al., 

2015). Mesmo com o estabelecimento de um nome mais adequado para a doença, ainda é 

possível observar na literatura e na prática clínica, o termo “Doença de Fahr” (FERREIRA; 

RICARDO; OLIVEIRA, 2018).  

 Utilizado desde então, o termo “calcificação cerebral familiar primária” (CCFP) refere-

se a uma desordem neuropsiquiátrica rara, caracterizada pela deposição de fosfato de cálcio de 

maneira bilateral e simétrica, predominantemente nos GB, mas também pode ocorrer no 

cerebelo, tálamo e/ou tronco cerebral (Figura 2) (QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).  

 As características clínicas da CCFP variam desde sintomas neurológicos e/ou 

psiquiátricos, até pacientes que não desenvolvem sintomalogia alguma, cerca de 42% (RAMOS 

et al., 2018). Os sinais neurológicos mais comuns e primeiramente detectados são 

parkinsonismo, distonia, tremor e coreia (QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018). Em 

relação aos sintomas psiquiátricos, os mais frequentes são psicose, distúrbios de 

comportamento, transtorno de humor e prejuízos cognitivos (RAMOS et al., 2018). Em alguns 

casos também, pacientes podem apresentar enxaqueca ou convulsões (QUINTANS; 

OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).  As manifestações sintomáticas são bastante variáveis em 

relação a idade do paciente, com mediana de 31 anos, mas podendo afetar crianças a partir dos 

6 anos de idade até os mais idosos (RAMOS et al., 2018). Até o presente, não existe tratamento 
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específico para a CCFP, apenas para os sintomas desencadeados pela mesma, que já são tratados 

na rotina neuropsiquiátrica (OLIVEIRA 2011). 

 É difícil estabelecer a prevalência da CCFP, visto que não existe uma sintomatologia 

específica. As calcificações características da CCFP também podem ser sinal de outras doenças, 

o que dificulta essa estimativa. Nesse sentido, um estudo de Nicolas et al., sugere que as CCFP 

são subestimadas e subdiagnosticadas (NICOLAS et al., 2018). O diagnóstico da CCFP deve 

ser feito para diferenciar a doença de outras desordens genéticas e não-genéticas, incluindo 

doenças mitocondriais, metabólicas, infecciosas, tóxicas, vasculares e neurodegenerativas 

(QUINTÁNS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018). No diagóstico, é importante considerar o forte 

componente genético da doença, onde o histórico familiar de sintomas neurológicos e 

psiquiátricos são frequentes na CCFP. Quando se exclui causas secundárias para as deposições 

de cálcio no cérebro, é altamente indicado o estudo genético, a fim de encontrar variantes nos 

genes descritos ou até em algum gene ainda não relacionado. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 
 Figura 2.  Neuroimagens representativas (tomografia computadorizada) de três pacientes com CCFP. As 

calcificações estão indicadas com as setas amarelas. (QUINTÁNS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).  

 

 Até o momento, variantes em cinco diferentes genes foram sucessivamente identificadas 

como sendo causadoras da CCFP: SLC20A2 (WANG et al., 2012), PDGFRβ (NICOLAS et al., 

2013), PDGFβ (KELLER et al., 2013) e XPR1 (LEGATI et al., 2015) que possuem um padrão 

de herança autossômico dominante e mais recentemente, variantes no MYORG foram 

identificadas (YAO et al., 2018), que diferente dos outros, possui um padrão de herança 

autossômico recessivo. Dois desses genes são relacionados com a homeostase do fosfato 

inorgânico (Pi), o SLC20A1, que codifica um importador de Pi para dentro das células e o XPR1, 

que codifica uma proteína que exporta o Pi para fora das células. Outros dois estão associados 

com a integridade da barreira hematoencefálica (BHE) e manutenção dos pericitos, o PDGFRβ, 

o gene que codifica o receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta e o PDGFβ, o gene 

do seu principal ligante. O MYORG ainda é pouco estudado e suas funções não são tão claras, 
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mas sabe-se que codifica uma proteína transmembrana, de envelope nuclear, que está envolvida 

na diferenciação de mioblastos e que no cérebro pode regular a glicosilação de proteínas no 

retículo endoplasmático de astrócitos (YAO et al., 2018). 

Pouco antes da primeira publicação que relacionou as variantes do MYORG com CCFP, 

um estudo internacional envolvendo pacientes do Brasil, Italia, França e EUA forneceram um 

panorama das variantes genéticas encontradas em 177 pacientes (RAMOS et al., 2018). Do 

total, 16,9% dos pacientes apresentaram variantes no SLC20A2; as variantes no PDGFβ e XPR1 

apareceram em 3,4% cada e outros 1,7% apresentaram no PDGFRβ. Com a descoberta da 

relação do MYORG, a tendência é que esse gene responda pela causa da CCFP em muitos dos 

indivíduos até então negativos para os outros quatro genes iniciais. Ainda é grande a quantidade 

de casos de CCFP que não estão relacionadas com os genes até então descritos na literatura. 

  

2.3 GENES ENVOLVIDOS NA CALCIFICAÇÃO CEREBRAL FAMILIAR PRIMÁRIA 

 

2.3.1 Gene SLC20A2 

 

 SLC20A2 (8q11.21) é o gene responsável por codificar a proteína PiT-2 que, junto com 

seu homólogo PiT-1, codificado pelo gene SLC20A1 (2q13), compreende a família dos 

transportadores de Pi dependentes de sódio (NaPiTs) tipo III (FORSTER et al., 2013). 

Inicialmente, PiT-1 e PiT-2 foram identificados como receptores retrovirais Glvr-1 (gibbon ape 

leukemia virus receptor) e Ram-1 (rat amphotropic leukemia virus receptor), respectivamente 

(HARA et al., 1990; MILLER; MILLER, 1994).  Posteriormente, essas duas proteínas foram 

relatadas como transportadores de Pi acoplados ao Na+, transportando Pi a partir do fluido 

intersticial, garantindo assim funções celulares normais (KAVANAUGH et al., 1994; OLAH 

et al., 1994).  

 Estudos têm demonstrado que ambos, PiT-1 e PiT-2, são amplamente expressos em 

vários tecidos de mamíferos, como osso, rim, células vasculares de musculatura lisa, glândula 

paratireóide e cérebro, atuando então na homeostase do Pi por todo o organismo (BØTTGER; 

PEDERSEN, 2011; FORSTER et al., 2013; VILLA-BELLOSTA et al., 2009; VILLA-

BELLOSTA; SORRIBAS, 2009). Especialmente no cérebro, Inden et al., em 2016, mostrou 

que o PiT-1 e o PiT-2 são os principais NaPiTs, tanto em humanos como em camundongos 

(INDEN et al., 2016). Ambos os transportadores foram localizados imunohistoquimicamente 

em astrócitos, neurônios e células vasculares endoteliais, sugerindo um papel fundamental na 

manutenção dos níveis de Pi celular no cérebro. Desde 2012, diversas variantes no gene 
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SLC20A2 tem sido encontradas em pacientes com CCFP, o que causa perda da função da 

proteína PiT-2, e impacta diretamente no transporte de Pi, um dos principais mecanismos 

subjacentes a doença (HSU et al., 2013; WANG et al., 2012).  

 Em 2013, foi publicado pela primeira vez os efeitos da perda do PiT-2 em um animal 

knockout (KO) em homozigose para o gene SLC20A2 (JENSEN et al., 2013).  Os animais KO 

analisados com 19 semanas, apresentavam agregados calcificados extensos e bilaterais no 

tálamo e algumas placas calcificadas nos GB e córtex, bem como ao redor dos vasos 

sanguíneos; achados não observados nos camundongos selvagens com 21 semanas. Em estudo 

mais recente, o mesmo grupo descreveu que com 8 semanas o cérebro do camundongo KO 

apresenta nódulos fracamente calcificados, mas que com 15 semanas, os nódulos aumentam em 

tamanho e número e se apresentam totalmente calcificados (JENSEN et al., 2018). Ao analisar 

a composição desses nódulos calcificados, os principais minerias encontrados foram o Ca e P, 

além de Fe, Zn e Al. Outro achado importante observado no modelo animal constatou que as 

calcificações se iniciam intracelularmente, sobretudo em pericitos e astrócitos.  

 Além das calcificações cerebrais, outros fenótipos vêm sendo relacionados com a perda 

da função do gene SLC20A2. Inicialmente mostrou-se em camundongos e posteriormente foi 

mostrado também em humanos, que a deficiência do PiT-2 gera um aumento nas concentrações 

de Pi no liquido cefalorraquidiano (LCR) (HOZUMI et al., 2018; JENSEN; AUTZEN; 

PEDERSEN, 2015; PAUCAR et al., 2017; WALLINGFORD et al., 2016). O LCR é produzido 

no plexo coróide, onde o SLC20A2 é altamente expresso, isso sugere que o PiT-2 é muito 

importante na manutenção da concentração ideal de Pi no LCR, através da exportação do Pi 

para o sangue (JENSEN et al., 2018). 

 Recentemente, mostrou-se que o PiT-2 é determinante também para a qualidade óssea, 

tanto em camundongos quanto em humanos. Camundongos KO para o gene SLC20A2 

apresentam prejuízo no comprimento e na densidade mineral óssea da coluna vertebral, fêmur 

e tíbia, além de anormalidades na mandíbula e nos dentes (BECK-CORMIER et al., 2019; 

YAMADA et al., 2018). Camundongos juvenis apresentam também ossificação endocondral e 

intramembranosa anormais (BECK-CORMIER et al., 2019). Análises preliminares de 

pacientes com CCFP, com variante heterozigótica no SLC20A2, sugerem redução da massa 

óssea e mineralização (BECK-CORMIER et al., 2019). Embora o PiT-1 e PiT-2 compartilhem 

funções, locais de expressão e cerca de 60% de homologia estrutural (LIU et al., 2013), animais 

com expressão hipomorficas do PiT-1 apresentam mineralização óssea normal (BOURGINE et 

al., 2013). Diferente do hipomórfico, camundongos KO com deleção completa do PiT-1 são 
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inviáveis, apresentando morte embrionária (BECK et al., 2010). Tais achado sugerem o PiT-2 

como um importante regulador fisiológico da mineralização e o SLC20A2 também como 

importante determinante genético da qualidade óssea.  

 

2.3.2 Genes PDGFβ e PDGFRβ 

 

 O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglês Platelet-derived growth 

factor), foi um dos primeiros fatores de crescimento a ser caracterizado estruturalmente e 

funcionalmente, ainda na década de 1970. Foi originalmente descrito como uma substância que 

promove o crescimento de células em cultura de tecidos (HELDIN; WESTERMARK; 

WASTESON, 1979; ROSS et al., 1974; WESTERMARK; WASTESON, 1976). Os PDGFs 

incluem uma familia de mitógenos para células do tecido conjuntivo, tais como células do 

músculo liso, fibroblastos e células da glia (LEVÉEN et al., 1994). Além do crescimento, os 

efeitos celulares dos PDGFs incluem quimiotaxia, diferenciação celular durante o 

desenvolvimento embrionário, e modulação de outras funções celulares, como a produção de 

componentes da matriz extracelular, vasoconstrição e fator neuroprotetor no sistema nervoso 

central (SNC) (LEVÉEN et al., 1994; ZHAO et al., 2013). 

 Atualmente, 4 formas de PDGFs -A, -B, -C, -D são reconhecidas e dois receptores de 

tirosina quinase (PDGFRα e β), onde PDGFRβ (5q32) foi especialmente implicado na formação 

de vasos sanguíneos e hematopoiese precoce (VANLANDEWIJCK et al., 2015; ZHAO et al., 

2013). O PDGFRα é amplamente expresso em progenitores oligodendrogliais, enquanto a 

subunidade β é predominantemente expressa em neurônios e regulada positivamente no cérebro 

de ratos neonatos (HELDIN; OSTMAN; RONNSTRAND, 1998; SMITS et al., 1991). 

 Em 2013, foi demonstrado que variantes no gene do receptor (PDGFRβ) é uma das 

causas da CCFP (NICOLAS et al., 2013). Ainda em 2013, Keller et al., relataram, pela primeira 

vez, que variantes no gene que codifica o PDGFβ (22q13.1) causa calcificação cerebral tanto 

em humanos quanto em camundongos (KELLER et al., 2013). No caso do modelo animal, 

nenhuma diferença foi observada entre machos e fêmeas, e o padrão de calcificação cerebral 

observado, é semelhante ao encontrado em pacientes com CCFP. Os sinais estão ausentes em 

camundongos jovens com 2 meses de idade, mas aos 4 meses eles começam a aparecer, 

dispostos bilateralmente em regiões como tálamo, prosencéfalo basal, mesencéfalo e ponte. 

Também foi demonstrado que a expressão endotelial de PDGFβ é protetora de calcificações 
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cerebrais. Além disso, a gravidade da calcificação correlaciona-se com o grau de deficiência de 

pericitos e a consequente disfunção da BHE (KELLER et al., 2013). 

 Claramente, um papel fundamental do PDGFβ no SNC é a formação e manutenção de 

pericitos, que interferem diretamente na morfogênese dos vasos sanguíneos e, seu consequente 

prejuízo, desencadeia a formação de calcificações cerebrais em regiões específicas 

(BETSHOLTZ; KELLER, 2014). Ainda não se sabe como o comprometimento da BHE pode 

levar ao fenótipo de calcificação e a razão para o padrão desenvolvido em camundongos e 

humanos ser simétrico e bilateral. 

 

2.3.3 Gene XPR1 

 

 O gene XPR1 (xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1) está localizado no 

cromossomo 1q25.3 e codifica um receptor retroviral, uma proteína de membrana celular 

identificada inicialmente como receptor de mamífero do vírus da leucemia murina xenotrópica 

(X-MLV) (BATTINI; RASKO; MILLER, 1999; TAILOR et al., 1999; YANG et al., 1999). A 

proteína XPRI está envolvido na homeostase do Pi, tendo o papel de exportar o mesmo do 

citoplasma para o meio extracelular (GIOVANNINI et al., 2013). O mRNA do XPR1 é 

amplamente expresso em todo o cérebro de camundongo, sendo o cerebelo e o estriado as 

regiões com maior expressão (YAO et al., 2017).  

 Em 2015, Legati et al., publicaram pela primera vez a relação entre variantes no XPR1 

e a CCFP (LEGATI et al., 2015). As variantes, de caráter autossômico recessivo, foram 

encontradas em famílias com CCFP sem alterações nos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ. 

Os indivíduos aparesentavam demência, comprometimento da fala, coreia e marcha instável. 

Na TC notava-se extensas calcificações nos GB além de córtex ou cerebelo. Estudos funcionais 

mostraram que variantes no XPR1 alteravam sua localização na membrana celular e/ou 

diminuíam significativamente sua função de exportar o Pi (ANHEIM et al., 2016; LEGATI et 

al., 2015). Com a função de exportação prejudicada, é natural que ocorra o acúmulo de Pi dentro 

da célula, o que pode contribuir negativamente para a formação de cristais de hidroxiapatita. 

 Até o momento, pacientes com variantes no XPR1, apresentaram maior incidência de 

disfunção cognitiva e deposição de cálcio cortical, comparado com pacientes com CCFP que 

possuem variantes em outros genes (BATLA et al., 2017). Ainda de acordo com esses achados, 

o XPR1 tem sido associado à uma possível sobreposição biológica entre a CCFP e condições 
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neurodegenerativas e psiquiátricas, como esquizofrenia, doença de Alzheimer, esclerose lateral 

amiotrófica e demência frontotemporal (MOURA; OLIVEIRA, 2015). 

Estudos imunocitoquimicos mostraram em uma linhagem de neuroblastoma (N2A), que o 

XPR1 co-localiza com o PDGFRB na membrana celular, formando um complexo e uma 

possível interação entre eles (YAO et al., 2017). Não se sabe ainda quais as consequências dessa 

possível interação, mas é de grande interesse para o entendimento das CCFP, visto que envolve 

dois genes diretamente ligados a doença. 

 

2.3.4 Gene MYORG 

 

 O gene MYORG (myogenesis regulating glycosidase) está localizado no cromossomo 

9p13.3 e possui outras nomenclaturas como NET37 (nuclear envelope transmembrane proteins) 

e KIAA1161 (YAO et al., 2018). A proteína é amplamente expressa em quase todos os tecidos 

humanos, incluindo o cérebro (YAO et al., 2018). No cérebro de camundongos, o mRNA do 

MYORG é expresso de forma dispersa, com destaque para o cerebelo (YAO et al., 2018). Ainda 

de maneira mais específica, Yao et al., (2018) demonstraram que o MYORG é expresso no 

retículo endoplasmático de astrócitos (e não em oligodendrócitos ou pericitos), indicando que 

o gene pode regular a glicosilação de proteínas por parte dessas células no cérebro.  

 A ligação do MYORG com a CCFP é recente e adicionou novos elementos na discussão 

sobre o entendimento da doença. A primeira publicação descrevendo a associação desse gene 

em pacientes com CCFP ocorreu no segundo semestre de 2018, onde foi reportado em seis 

famílias chinesas (YAO et al., 2018). Até então, todas as variantes de todos os genes associados 

a CCFP eram heterozigóticas, caracterizando a doença como sendo autossomica dominante. 

Esse padrão foi quebrado a partir das descobertas da relação do MYORG, quando variantes 

bialélicas do gene, incluíram o aspecto autossômico recessivo na doença. A partir da descoberta 

desse novo gene, outros vários casos começaram a ser reportados por grupos de todo o mundo. 

 Além do padrão de localização e disposição das calcificações, observadas nos pacientes 

com variantes nos outros genes com herança autossômica dominante, os pacientes com 

variantes no MYORG apresentam algumas outras características que aparentam ser exclusivas. 

Até então, não havia sido relatado calcificações no tronco cerebral de pacientes com PFBC e o 

que se observou é que, pacientes com variantes no MYORG apresentam também esse tipo de 

calcificação e de maneira extensa, mais especificamente na ponte (Figura 3) (GRANGEON et 

al., 2019).  Os pacientes de maneira geral exibem disartria, síndrome cerebelar (associada com 
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atrofia de cerebelo), distúrbio de marcha de qualquer origem e sinais piramidais (GRANGEON 

et al., 2019; YAO et al., 2018). 

 Os mecanismos pelos quais variantes em diferentes genes causam o mesmo padrão de 

calcificação em áreas específicas ainda não estão completamente estabelecidos, assim como a 

base celular da associação do MYORG com a CCFP ainda é incerta. Para auxiliar nas 

investigações, Yao et al., que foram os primeiros autores a identificarem a relação do MYORG 

com a CCFP, desenvolveram um camundongo KO homozigoto para o referido gene e 

conseguiram com sucesso mimetizar a doença no animal (YAO et al., 2018). O camundongo 

KO começou a apresentar calcificações bilaterais com 9 meses de idade, especialmente no 

tálamo, diferentemente do camundongo selvagem de mesma idade. Ao analisarem a 

composição dos nódulos, verificaram que eram compostos principalmente por cálcio, fósforo e 

oxigênio, sugerindo um agregado de fosfato de cálcio, semelhante aos encontrados em humanos 

e em outros modelos animais para CCFP. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Neuroimagens representativas (tomografia computadorizada) de três pacientes com CCFP com variantes 

no gene MYORG (GRANGEON et al., 2019). As calcificações estão indicadas com as setas, onde cada cor 

representa uma região: Vermelha, Ponte; Amarela, Cerebelo; Verde, Tálamo e Azul, Ganglios da Base. 

 

2.4 SÍNDROME DA ESCLEROSE TUBEROSA 

 

 A síndrome da Esclerose Tuberosa (ET) é uma doença neurocutânea que afeta 

aproximadamente 1 em 6000 a 9000 indivíduos e pode ocorrer com uma ampla gama de 

achados clínicos, onde pele, rim, cérebro e coração, são os órgãos mais comumente afetados. 

Lesões na pele afetam quase que a totalidade dos pacientes. Manchas hipomelanóticas (~90%), 
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angiofibromas faciais (~70%), lesões em confete (~58 %) e manchas de shagreen (~50%) são 

as lesões mais frequentes (HENSKE et al., 2016). Hamartomas de retina (30% - 50%), 

rabdomiomas cardíacos (47% - 67%) e angiolipomas renais (~70%) também são sinais bem 

característicos. Nos pulmões, a linfangioleiomiomatose é um sinal encontrado principalmente 

nas mulheres, ocorrendo entre 30% e 40% , podendo passar de 80% em mulheres acima dos 40 

anos; em homens esse achado corresponde a ~12% (HENSKE et al., 2016).  

  A ET apresenta um padrão de herança autossômico dominante, onde 

aproximadamente 80% dos casos estão relacionados à perda de função dos genes TSC1 ou, 

principalmente, do TSC2, que codificam as proteínas hamartina e tuberina, respectivamente 

(HENSKE et al., 2016). Essas proteínas formam um heterodímero TSC1-TSC2 (tuberina-

hamartina) que inibe o complexo 1 da proteína alvo mecanístico da rapamicina (mTORC1). O 

mTORC1 é uma quinase responsável por regular processos celulares como crescimento, 

proliferação, divisão, autofagia e sobrevivência, síntese de lipídios e proteínas (Figura 4) (LI; 

KIM; BLENIS, 2014).  

 

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Via metabólica do mTOR, mTORC1 e mTORC2. Os produtos proteicos dos genes TSC1 e TSC2, 

hamartina e tuberina, inibem a função da via mTORC1 através da proteína Rheb. Variantes nesses genes causam 

sua inativação e consequente ativação da via mTOR conduzindo à proliferação celular. (-) inibição; (+) estímulo. 

Adaptado de (MADKE, 2013). 

 



28 

 

 

 

 Dentre os vários órgãos afetados pela síndrome, o cérebro é um dos que se destaca, tanto 

pelos achados patológicos, quanto pela ampla expressão das proteínas hamartina e tuberina 

(THUL et al., 2017). Os achados patológicos mais frequentes no SNC são nódulos 

subependimários, onde são relatados em cerca de 80% dos pacientes, onde mais de 80% desses 

nódulos irão calcificar (UMEOKA et al., 2008). Displasia cortical também é recorrente, sendo 

relacionado com cerca de 90% dos pacientes. Outros achados, como alterações na substância 

branca e tumor subependimário de células gigantes (astrocitoma), também são relatados, mas 

em menor número (HENSKE et al., 2016).  

 Em associação com os achados patológicos, aproximadamente 90% dos pacientes com 

ET apresentam transtornos psiquiátricos, incluindo autismo, déficit de atenção, depressão, 

ansiedade e falta de habilidades sociais (DE VRIES et al., 2015). Epilepsia é um achado 

importante nessa síndrome, afetando até 90% dos pacientes, presente em qualquer idade e 

predominantemente no primeiro ano de vida (HENSKE et al., 2016). 

 As calcificações cerebrais na ET não são muito relatadas na literatura, embora seja um 

fenótipo importante e com grande possibilidade de serem relacionadas com os sintomas 

neurológicos tão bem descritos. As calcificações se apresentam como difusas e sem padrão de 

simetria ou bilateralidade (Figura 5) (NORTHRUP; KOENIG; AU, 2011). Em um estudo 

retrospectivo, Boronat et al. (2017) descreveu a presença de lesões no cerebelo de 26,4% do 

total de 220 pacientes estudados; dessas lesões, 86,8% apresentaram calcificação (BORONAT; 

THIELE; CARUSO, 2017). São extremamente raros os estudos que abordam esse fenótipo e 

suas implicações, notadamente, mais pesquisas precisam ser direcionadas para esse foco.  

 

                A                                           B 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Neuroimagens representativas (tomografia computadorizada) de dois pacientes com Esclerose Tuberosa. 

A (BANO et al., 2011). B (KOTA et al., 2013). As calcificações estão indicadas com as setas amarelas. 
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2.5 BISFOSFONATOS – ALENDRONATO 

 

 O pirofosfato inorgânico (PPi) compreende duas moléculas de Pi unidas por um átomo 

de oxigênio (Figura 6) e na década de 1960 descobriu-se sua capacidade de inibir a 

biomineralização (ORRISS; ARNETT; RUSSELL, 2016). O PPi é um potente antagonista da 

formação de cristais de fosfato de cálcio, como a hidroxiapatita (VILLA-BELLOSTA; 

O’NEILL, 2018). Ele também se liga fortemente a superfície de cristais de hidroxiapatita e 

bloqueia sua capacidade de se unir a outros cristais, evitando assim seu crescimento (ORRISS; 

ARNETT; RUSSELL, 2016). Os bisfosfonatos (BPs) são análogos estruturais sintéticos do PPi 

e agem de maneira semelhante no organismo (RUSSELL, 2011).  

 Nos BPs, o átomo de oxigênio é substituído por um átomo de carbono (Figura 6), no 

qual se ligam dois radicais (cadeias laterais) R1 e R2 (ORRISS; ARNETT; RUSSELL, 2016). 

Diferentes substituições nesses radicais alteram suas características físico-químicas, biológicas 

e interferem na sua especificidade e potência. Os BPs são classificados como BPs contendo 

nitrogêgio (N-BPs; Alendronato, Pamidronato, Risedronato e Zolendronato, por exemplo) e 

não contendo nitrogênio (não-N-BPs; Etidronato, Clodronato e Tiludronato, por exemplo) 

(ROGERS, 2003). Os N-BPs atuam reduzindo a atividade de reabsorção e induzindo a apoptose 

dos osteoclastos. Esses efeitos são causados a nível molecular pela inibição da enzima farnesil 

pirofosfato sintetase, na via do mevalonato da síntese do colesterol (Figura 7) (RESZKA; 

RODAN, 2004). Já os não-N-BPs, são internalizados pelos osteoclastos e metabolizados em 

análogos de ATP que inibem sua função e induzem a apoptose (FRITH et al., 2001). 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 6. Estruturas químicas do fosfato inorgânico, pirofosfato inorgânico e estrutura geral dos bisfosfonatos. 

Adaptado de ORRIS; ARNETT; RUSSELL, 2016. 

 

  Reconhecidamente, os BPs são utilizados no tratamento de várias doenças como câncer 

ósseo, calcificação ectópica, doença de Paget, calcificação vascular renal e osteoporose, por 
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exemplo (RUSSELL, 2011; TRICARICO et al., 2018). Além das doenças relacionadas com 

reabsorção óssea, os BPs também são usados como parte do tratamento de alguns tipos de 

câncer. Os BPs inibem vários passos do processo metastático como adesão e proliferação de 

células tumorais (LIU et al., 2015). O zolendronato, por exemplo, diminuiu em 36% a 

progressão do câncer de mama e o número de mestastase (GNANT et al., 2009). Em estudos in 

vitro, mostrou-se que os BPs agem diretamente no tumor, induzindo apoptose e inibindo 

proliferação, adesão e migração (JIANG et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Via metabólica do Mevalonato para síntese do colesterol e principais alvos dos Bisfosfonatos 

nitrogenados, especialmente no SNC. PP, Pirofosfatase; βA, β-Amilóide; DA, Doença de Alzheimer, DH, Doença 

de Huntington. Adaptado de ZAMEER et al., 2018 

  

 Estudos clínicos e pré-clínicos apontam que os BPs podem ser benéficos em doenças 

que afetam o SNC (ZAMEER et al., 2018). Em pacientes com osteoporose, que utilizavam BPs, 

foi evidenciado um menor quadro de demencia, em relação aos que não usavam (CHANG et 

al., 2014). O ácido zolendronico, por exemplo, atenuou os sintomas patológicos em pacientes 

com Doença de Huntington (KELLEY, 2015). A melhora sintomática da cefaleia e convulsões 
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em pacientes com Parkinson foi observada a partir do uso do etidronato de sódio (LOEB et al., 

2006). Estudos in vitro também demonstraram a eficácia do uso dos BPs. O clodronato reduziu 

a liberação de substâncias neurotóxicas, como citocinas pró-inflamatórias e óxido nítrico de 

células da microglia e reduziu o número de células gliais proliferativas em cultura organotípica 

de hipocampo de ratos (DEHGHANI et al., 2004). O etidronato e o 2,3,3-trifosfonato, foram 

capazes de reduzir a toxicidade induzida pelo glutamato, a apoptose e a sobrecarga de cálcio 

em células PC12, comumente utilizadas em estudos mecanísticos de neurogênese (LI et al., 

2016b). 

 O alendronato, que possui em sua cadeia lateral R1 um grupo hidroxila e na cadeia 

lateral R2 uma amina primária (Figura 8), também possui resultados interessantes relacionados 

com o SNC. Mostrou-se capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE), que aparece 

elevada em pacientes com Doença de Alzheimer e contribui para a degradação da acetilcolina, 

principal neurotransmissor envolvido na doença (CIBICKOVA et al., 2007). Ainda em relação 

a Doença de Alzheimer, estudos mostram que o aumento na síntese do colesterol está envolvido 

na sua patogênese, e que agentes modificadores do colesterol, como o Alendronato, tem sido 

usado como uma terapia segura (CIBICKOVA et al., 2009). Ainda não se sabe os mecanismos 

exatos, mas já foi relatado que o alendronato pode reduzir as alterações neuroquímicas centrais 

envolvidas na geração e manutenção da dor do câncer ósseo (SCHWEI et al., 1999). Em modelo 

animal, impediu significativamente o desenvolvimento de hipersensibilidade mecânica/térmica 

induzida por constrição crônica na medula espinhal, bem como a ativação microglial nessa lesão 

(YAO et al., 2016). Nesse mesmo trabalho, Yao et al., reportou em um estudo in vitro, que o 

alendronato foi capaz também de diminuir a expressão de citocinas inflamatórias em cultura de 

microglia primária estimulada por lipopolissacarídeos. 

 

 

 

  

 

 

Figura 8. Estrutura química do Alendronato. RESZKA & RODAN, 2004 

 

 Em relação a CCFP, ainda não existe um tratamento capaz de evitar ou reduzir as 

calcificações. Drogas responsáveis por capturar e inativar o cálcio, por exemplo, são possíveis 

candidatos para um tratamento eficaz, como os BPs. Uma característica que os tornam 
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inicialmente aptos a isso, é sua capacidade de atravessar a BHE  (LOEB et al., 2006). Em 1998, 

foi relatado um tratamento experimental em um caso de CCFP utilizando etidronato dissódico 

(LOEB, 1998). Embora a calcificação cerebral não tenha sido alterada, o paciente apresentou 

melhoras na fala e na marcha, mas não melhorou espasticidade, distona ou ataxia. Em 2016, 

Oliveira & Oliveira, avaliaram 7 individuos com CCFP que faziam uso do Alendronato. Os 

autores observaram em alguns pacientes alívio nos sintomas, principalmente os mais jovens e 

aqueles que estiveram em tratamento por mais tempo (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016). Embora 

o resultado tenha sido inconclusivo, abriu-se uma possibilidade de explorar o uso dessa classe 

de medicamento no controle e tratamento da CCFP em novos estudos. Em ambos os relatos, 

quando houve a melhora dos sintomas não foi observado a redução da calcificação, sugerindo 

a influência dos BPs em outras vias. 

 

2.6 VITAMINA D  

 

 A vitamina D (VitD) é um hormônio esteroide com muitas funções no corpo, mas sua 

principal função, juntamente com o seu receptor (RVD), é manter a variação fisiológica dos 

níveis de cálcio e fosfato no plasma (CHRISTAKOS et al., 2016; KÜHNE et al., 2016). Quando 

produzida por fungos ou plantas, é chamada ergocalciferol ou vitamina D2, quando sintetizada 

por animais, é chamada de colecalciferol ou vitamina D3 (MAYNE; BURNE, 2019). Tanto a 

vitamina D2 quanto a D3 podem ser obtidas através da dieta, mas a principal fonte para o ser 

humano é a síntese que acontece na pele. A vitamina D3 é fotoquimicamente sintetizada nas 

camadas mais profundas da pele, após exposição à luz solar, especialmente a radiação 

ultravioleta (FERNANDES DE ABREU; EYLES; FÉRON, 2009). Tanto o ergocalciferol como 

o colecalciferol são biologicamente inertes e requerem transformações bioquímicas através das 

hidroxilases para exercerem sua função no organismo. Essas transformações ocorrem no fígado 

e no rim, e dão origem a suas respectivas formas ativas: 1,25-di-hidroxivitamina D2 e 1,25-di-

hidroxivitamina D3 ou calcitriol, como é mais conhecido (HOLICK, 2007). 

Recentemente, Landel et al., sugeriu que neurônios e possivelmente a microglia, 

também sejam capazes de transformar o colecalciferol inativo em calcitriol, onde a partir daí 

são transferidos para os astrócitos, onde pode se ligar ao RVD (LANDEL et al., 2018). 

Previamente já havia sido mostrado que essas duas formas são capazes de atravessar a BHE 

(PARDRIDGE; SAKIYAMA; COTY, 1985). A relação da VitD com o SNC já é bem 

documentada na literatura. Estudos clínicos e experimentais descrevem o envolvimento do 

sistema VitD/RVD na regulação de mecanismos cerebrais normais e patológicos, incluindo 
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diferenciação e crescimento cerebral (GARCION et al., 2002), neuroproteção (KALUEFF et 

al., 2004), neuroplasticidade (DELUCA et al., 2013), epilepsia (SIEGEL et al., 1984) e aspectos 

comportamentais (KALUEFF et al., 2004). Estudos confirmaram que os RVD’s estão 

distribuidos por todo o cérebro em animais e humanos (EYLES et al., 2005; PRUFER et al., 

1999). A expressão do RVD foi observada em diferentes regiões do sistema nervoso central. 

Altas concentrações foram encontradas nos GB, no tronco cerebral, no hipotálamo e no sistema 

límbico, incluindo o hipocampo e o tálamo (EYLES et al., 2005; WALBERT; JIRIKOWSKI; 

PRUFER, 2001). RVD’s também foram relatados nos núcleos de células de schwann e em 

neurônios periféricos (PRUFER et al., 1999; WALBERT; JIRIKOWSKI; PRUFER, 2001). 

Indivíduos com hipovitaminose D são mais propensos a desenvolver doenças 

psiquiátricas, se comparados a população em geral com os níveis normais da vitamina 

(MENKES et al., 2012). Estudos clínicos demonstraram que baixos níveis de VitD contribuem 

negativamente com distúrbios neurológicos, tais como esclerose múltipla, doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson, esquizofrenia, autismo e depressão (CUI et al., 2015; RHEAD 

et al., 2016). Ensaios clínicos utilizando a suplementação de VitD em pacientes com esclerose 

múltipla mostraram-se benéficos (BHARGAVA et al., 2014).  

Em 2006, Kalueff e colaboradores relataram as características de camundongos KO 

para o RVD, onde a disfunção da VitD com seu receptor causou a formação de calcificações no 

tálamo desses animais de maneira simétrica (KALUEFF et al., 2006). A calcificação foi 

observada em animais mais velhos (9 - 14 meses), mas não em jovens (4,5 - 6 meses), padrão 

não encontrado em animais selvagens da mesma idade. As calcificações observadas nestes 

animais apresentam aparência laminada, com composição média de 55% de cálcio e 45% de 

fosfato. Tende a ocorrer perto dos vasos sanguíneos e não desenvolve resposta inflamatória. O 

grupo de animais KO envelhecidos, mostrou uma concentração plasmática reduzida de cálcio 

e uma tendência para uma concentração de fosfato ligeiramente elevada. Como no modelo 

animal, os pacientes com deficiência de VitD, hipocalcemia e hiperparatireoidismo, apresentam 

CC em áreas como GB, córtex cerebral e cerebelo (DIMARIO; CLANCY, 1989; HARZY et 

al., 2004). 

Animais com essa modificação genética específica fornecem uma ferramenta 

poderosa para pesquisas sobre o papel da VitD no organismo, especialmente no cérebro. O 

fenótipo dos camundongos RVD KO é normal ao nascimento, mas com o passar do tempo 

desenvolvem raquitismo e osteomalácia, hipocalcemia, hipofosfatemia e hiperparatireoidismo 

(LI et al., 1998; YOSHIZAWA et al., 1997). Esses camundongos também exibem alopecia, 
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neofobia alimentar, disfunção vestibular e envelhecimento prematuro (KEISALA et al., 2007; 

LI et al., 1997; MINASYAN et al., 2007, 2009).  

Em 2016, nosso grupo avaliou a relação entre o calcitriol (agonista do RVD) e a 

expressão de genes relacionados à CCFP. Foram estudados os genes responsáveis pelo 

transporte de fosfato intracelular ligado à calcificação (SLC20A2 e XPR1) e outro não 

relacionado (SLC20A1), em um modelo de calcificação in vitro (KEASEY et al., 2016). As 

expressões dos três genes diminuíram significativamente nas células de osteossarcoma humano 

(SaOs-2) submetidas a um processo de calcificação, mas a administração de calcitriol nas 

culturas, enquanto mantidas as condições experimentais, foi capaz de reduzir a calcificação. 

Aliado a isso, manteve altos níveis de expressão de SLC20A2, sugerindo que a VitD possui ação 

reguladora na expressão gênica deste transportador. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 CULTURA DE CÉLULAS 

 

 Para realização dos experimentos in vitro, foram utilizadas linhagens imortalizadas de 

SaOs-2 (Sarcoma Osteogenic), originalmente derivadas de um osteossarcoma que acometeu 

uma criança branca de 11 anos de idade (RODAN et al., 1987). As células foram obtidas em 

um banco público de tecidos da Universidade Federal do Rio de Janeiro e cultivadas em garrafas 

estéreis, com filtro, de 25 cm² (Kasvi), mantidas em incubadora a 37ºC, 95% de humidade e 

5% de CO2 (Panasonic). As células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 0,5% 

de penicilina/streptomicina (Gibco) e 0,5% de glutamina (Gibco). Após atingirem uma 

confluência de ~ 90%, as células foram destacadas da garrafa com tripsina-EDTA 0,05% 

(Gibco) e semeadas em placas de diferentes tamanhos dependendo da especificidade de cada 

experimento. A concentração utilizada foi de 100.000 células por ml de meio de cultura.   

 

3.2 INDUÇÃO DA CALCIFICAÇÃO, CITOQUÍMICA E QUANTIFICAÇÃO 

 

 Para indução da calcificação, seguiu-se o protocolo descrito por Keasey et al., (2016). 

O meio DMEM foi suplementado com 1 mM de β-Glicerolfosfato (Sigma-Aldrich) e 250 µM 

de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich). O β-Glicerolfosfato foi adicionado a cada 72 h, quando 

ocorria a troca do meio de cultura, e o ácido ascórbico foi adicionado diariamente. As células 

foram mantidas sob essa condição por 7 e 14 dias em incubadora a 37ºC, 95% de humidade e 

5% de CO2 (Panasonic).  

 Para citoquímica e análise da calcificação, as células foram semeadas em placas de 96 

poços. Ao fim de 7 e 14 dias, as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído 

a 4% (PFA) em PBS e coradas com vermelho de alizarina (Sigma-Aldrich) por 20 min. Após a 

marcação, as células foram lavadas 3 vezes por 5 min com água deionizada. A calcificação foi 

visualizada em microscópio óptico invertido e quantificada posteriormente após solubilização 

dos nódulos de calcificação por cloreto de cetilpiridínio (Sigma-Aldrich) 5% por 10 min. Após 

solubilização o conteúdo foi quantificado por fotocolorimetria a 570 nm.    
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3.3 TRATAMENTOS  

 

 Concomitante a indução da calcificação, as células foram tratadas com diferentes drogas 

e dosagens, dependendo do experimento. O tratamento com o calcitriol 10 nM ou 100 nM 

ocorreu a cada 72 h, juntamente com a troca do meio de cultura, como descrito por Keasey et 

al., (2016). O tratamento com o Alendronato (Tocris Bioscience) também ocorreu a cada 72 h, 

concomitante com a indução da calcificação e a dosagem utilizada foi determinada a partir do 

ensaio de viabilidade celular (MTT). 

 

3.4 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR – TESTE DO MTT 

  

 A análise da viabilidade celular diante do Alendronato foi determinada pelo teste de 

MTT. Este teste baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial converter o sal 

de tetrazólio solúvel em água e de cor amarela, o MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium 

bromide), em compostos de cor roxa, denominados cristais de formazan. A quantidade de cristal 

de formazan formada, portanto, corresponde ao grau de viabilidade celular. A solução de MTT 

(Sigma-Aldrich) foi preparada na concentração de 5 mg/mL em PBS 1X pH 7,4 (Gibco). 

 As células SaOs- 2 foram semeadas em placas de 96 poços (10.000 células por poço / 

100 µl de meio) e mantidas em estufa a 37 ºC, 95% de humidade e 5% de CO2 (Panasonic) com 

meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco), 0,5% de penicilina/streptomicina (Gibco) e 0,5% de glutamina 

(Gibco). Após 48 h, todo o meio de cultura foi retirado e trocado por meio de cultura acrescido 

de Alendronato em concentrações que variavam de 1 a 150 µM. As células, plaqueadas em 

triplicatas, foram analisadas com 24 h, 48 h e 72 h.  

 Após o término de cada tratamento, foi adicionado 20 µl de MTT por poço e a placa 

voltou para a incubadora por 3 h. Durante esse período observou-se a formação dos cristais de 

formazan no microscópio óptico invertido. Após o período de incubação, o meio foi retirado 

cuidadosamente e foi adicionado 200 µl de DMSO em cada poço, para que os cristais de 

formazan fossem solubilizados. A placa foi novamente incubada a 37 ºC por 5 min e sua 

absorbância foi determinada a partir de um comprimento de onda de 570 nm. 
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3.5 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

 Para análise das proteínas, as células foram semeadas em placas de 24 poços. 

Imediatamente após retirar da incubadora, as placas com as células foram colocadas sob gelo, 

tiveram o meio de cultura removido e as células lavadas com PBS 1X gelado. O scrapp foi feito 

com a adição do tampão Ripa (250 µl por poço, Sigma-Aldrich) e coquetel antiprotease (2,5 ul 

por poço, Sigma). O lisado foi transferido para um tubo eppendorf para homogeneização das 

células utilizando um pistilo acoplado a um motor para homogeneizador (Sigma-Aldrich) por 

20 seg. Após isso, o conteúdo foi colocado em gelo por 20 min e centrifugado a 4ºC por 20 min 

a 14.499 g. O sobrenadante foi então recolhido e colocado em novos tubos. 

 A concentração total de proteínas foi determinada pelo método do Ácido Bicinconínico, 

seguindo as especificações do kit BCA (Pierce BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific), 

utilizando a albumina sérica bovina como padrão nas concentrações 0, 25,125, 250, 500, 750, 

1000, 1500 e 2000 µg/mL. A quantificação foi realizada por fotocolorimetria, a 562 nm, com 

amostras e padrões em triplicatas, utilizando uma placa de 96 poços  

 

3.6 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RNA 

 Para análise do RNA, as células foram semeadas em placas de 12 poços. Imediatamente 

após retirar da incubadora, as placas com as células foram colocadas sob gelo, tiveram o meio 

de cultura removido e as células lavadas com PBS 1X gelado. O RNA total foi então isolado 

seguindo as especificações do fornecedor, utilizando o mirVana miRNA Isolation Kit 

(Invitrogen).  

 A quantificação e avaliação da pureza do RNA total foi realizada através do 

equipamento Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) e sua integridade foi 

analisada após eletroforese em gel de agarose 1,5% a 100V por 30 min. 

 

3.7 WESTERN BLOTTING 

 

 O volume equivalente a 15 ug de proteínas totais (quantidade de proteína por poço) 

foram misturadas ao tampão Laemmli (Laemmli 2X concentrate, Sigma-Aldrich) na proporção 

1:1, desnaturadas por 5 min a 95ºC e colocadas em gelo por 1 min. As proteínas desnaturadas 

foram então submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de dodecil sulfato 

de sódio (SDS-PAGE), numa concentração de 6 % ( 5ml: 2,6 ml H2O, 1,0 ml acrilamida 30%, 
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1,3 ml 1.5 M Tris pH 8.8, 0,05 ml SDS 10%, 0,05 ml Persulfato de Amónio 10% e 0,004 ml 

TEMED). A eletroforese foi realizada no sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad), em 

tampão de corrida 1x (25 mM Tris, 0,192 M glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) a 100 V e o marcador 

de peso molecular utilizado foi o Precision Plus Kaleidoscope Protein Standards (Bio-Rad).  

 Após separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

PVDF. A membrana foi inicialmente submersa em metanol durante 1 min, seguida de água 

destilada durante 5 min e, finalmente, foi equilibrada em tampão de transferência (25 mM Tris-

HCl, 192 mM Glicina, 20% de Metanol, pH entre 8 e 8,3). As proteínas foram transferidas para 

a membrana de PVDF em sistema semi-seco Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). As 

condições de transferência foram 15 V, 2,5 A por 30 min, em tampão de transferência.  

 Após a transferência, as membranas foram lavadas com TBS, 3 vezes por 10 min sob 

agitação. Posteriormente, foram bloqueadas com uma solução de TBS (500 mM TrisHCl, 1500 

mM NaCl, pH 7.4), 0,1% Tween20 e 5% leite Molico desnatado, durante 1 hora. Depois disso, 

procedeu-se a incubação dos anticorpos primários overnight a 4°C. Realizaram-se 3 lavagens 

de 10 min em TBS, 0,1% Tween20, 5% leite Molico desnatado e incubaram-se os anticorpos 

secundários durante 1 hora à temperatura ambiente. As membranas foram lavadas novamente 

3 vezes durante 10 min em TBS. O sinal foi detectado utilizando o substrato 

quimioluminescente ECL (Invitrogen) e a quimioluminescência foi detectada pelo ChemiDoc 

XRS+ System (Bio-Rad). Foram utilizados os seguintes anticorpos primários:  anti-hamartina 

1:500 (mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, sc-136436), anti-tuberina 1:500 (mouse 

monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, sc-271314) e anti-GAPDH 1:1000 (rabbit polyclonal, 

Santa Cruz Biotechnology, sc-25778). Como anticorpos secundários utilizou-se os anticorpos 

goat anti-mouse IgG 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-2005) ou mouse anti- rabbit IgG 

1:2000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-2357).  

  

3.8 PCR EM TEMPO REAL (QPCR) 

 

 Para a síntese do DNA complementar (cDNA) foram utilizados 500 ng do RNA total. 

Utilizou-se um kit de síntese de cDNA (RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit, 

Thermo Fisher Scientific) e foi seguido o protocolo disponibilizado pelo fabricante, para um 

volume final de 20 μl por reação. A reação da qPCR foi realizada da seguinte maneira: 1 μl de 

cDNA, 3.5 μl de H2O e 5 μl de Master Mix (TaqMan Gene Expression Master Mix, Thermo 

Fisher Scientific) com 0,5 μl de sondas TaqMan 20 X (× 20 TaqMan Gene Expression, Thermo 
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Fisher Scientific) em um volume final de reação de 10 μl. As reações de qPCR foram feitas em 

triplicatas utilizando o equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). 

As condições de ciclagem foram 50ºC durante 2 min e 95ºC por 2 min, e este passo inicial foi 

seguido por 45 ciclos de 95ºC durante 3 segundos e 60ºC durante 30 segundos. Os dados foram 

analisados utilizando o método ΔΔCt, com valores normalizados para o gene de controle 

endógeno (GAPDH) e valores expressos em relação aos valores de controle biológico. As 

sondas Taqman utilizadas para análise, foram para os genes: TSC-1 (Thermo Fisher Scientific, 

Hs01060648), TSC-2 (Thermo Fisher Scientific, Hs01020387), SLC20A2 (Thermo Fisher 

Scientific, Hs00198840), PDGFβ (Thermo Fisher Scientific, Hs00966522), PDGFRβ (Thermo 

Fisher Scientific, Hs01019589) e GAPDH (Thermo Fisher Scientific, Hs02758991). 

  

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 A análise estatística foi realizada através do Graphpad Prism 6.0. Para determinação de 

normalidade das amostras foram utilizados os testes Kolmogorov Smirnov e Shapiro-Wilk. O 

teste t-student não-pareado, foi utilizado para comparação entre os grupos controle e 

experimental (dados paramétricos), onde os dados foram expressos com média + erro padrão 

(EP). Diferenças entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 

0,05. 
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4.1 PARTE 1 – ARTIGO PUBLICADO 

 

 A primeira parte dos resultados foi publicado em dezembro de 2017 na revista Journal 

of Molecular Neuroscience. Fator de Impacto: 2,577 
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Abstract
Tuberous sclerosis complex (TSC) is a neurocutaneous syndromewith autosomal dominant inheritance, andmost of the cases are
related to loss of function of the TSC1 and TSC2 genes. TSC may occur with a wide range of clinical findings and skin, kidney,
brain, and heart are the most commonly affected organs. Brain calcifications in TSC are also described and reported as diffuse and
without pattern of symmetry or bilaterality. Recently, a new discovery opened the possibility of using vitamin D (VitD) for
treating cerebral calcifications. Calcitriol, the active form of VitD, was able to reduce the calcification in an in vitro model,
increasing expression of a gene related to primary familial brain calcification. We show that in the same experimental model,
calcitriol was also able to restore and even increase expression of genes related to TSC. This article discusses the use of calcitriol
supplementation in patients with TSC, which can be a very interesting strategy due to its low cost and because it is already used in
various therapies.

Keywords Brain calcification . Tuberous sclerosis complex . TSC1 . TSC2 . VitaminD

Tuberous sclerosis complex (TSC) is a neurocutaneous syn-
drome with autosomal dominant inheritance, and ~ 80% of
TSC cases are related to loss of function of the TSC1 and
TSC2 genes, which encode hamartin and tuberine proteins, re-
spectively (Henske et al. 2016). These proteins form a tuberin-
hamartin complex, that inhibits mechanistic target of rapamycin
complex 1 (mTORC1), a kinase responsible for regulating cel-
lular processes such as growth, proliferation, division, autopha-
gy and survival, synthesis of lipids, and proteins (Li et al. 2014).
TSC affects approximately 1 in 6000 to 9000 individuals and
may occur with a wide range of clinical findings, where skin,
kidney, brain and heart, are the most commonly affected organs
(Henske et al. 2016). Frequent pathological findings in central
nervous system (CNS) are subependymal nodules (where more
than 80% will latter calcify), white matter changes, cortical

dysplasia and subependymal giant cell tumor (astrocytoma)
(Vignoli et al. 2015). Brain calcifications in TSC are also de-
scribed and reported as diffuse and without pattern of symmetry
or bilaterality (Northrup et al. 2011). In a retrospective study,
Boronat et al. (2017) described the presence of lesions in the
cerebellum of 26.4% of the total of 220 patients studied; of these
lesions, 86.8% presented calcification (Boronat et al. 2017). In
association with the pathological findings, approximately 90%
of patients with TSC have some levels of association with psy-
chiatric disorders, including autism, attention deficit, depression,
anxiety, and lack of social skills (de Vries et al. 2015).

Patients with psychiatric illnesses are much more likely to
be vitamin D (VitD) deficient than the general population
(Menkes et al. 2012). Clinical studies have shown that low
levels of VitD contributes negatively with neurological disor-
ders such as multiple sclerosis, Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease, schizophrenia, autism and depression
(Cui et al. 2015; Rhead et al. 2016). Clinical trials using
VitD supplementation inmultiple sclerosis patients were prov-
en benefic, and the outcome measures are currently being
tested in several randomized, double-blind and placebo-
controlled clinical trials (Bhargava et al. 2014). Beneficial
effects of supplementation were also seen in children with
autism spectrum (Saad et al. 2015). VitD has multiple
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functions in the body related to calcium metabolism.
Deficiency causes rickets in juveniles and osteomalacia in
the elderly (Deluca et al. 2013). The VitD receptor (VDR) is
widely expressed in the brain, including key regions respon-
sible for memory, learning and motor control (Eyles et al.
2005). VitD is involved in the proliferation, differentiation
and growth of neurons, and has an important role in
neuroplasticity both in the developing and adult brain
(Deluca et al. 2013).

Recently, a new perspective on the use of VitD for cerebral
diseases was discovered, specifically regarding primary familial
brain calcification (PFBC). PFBC is a genetic disease charac-
terized by abnormal, bilateral and symmetric calcium deposits
in the brain, specifically in the regions of the basal ganglia,
cerebellum and thalamus (Oliveira 2011). Currently, four genes
are related to this disease, two of them related to inorganic
phosphate transport (SLC20A2 and XPR1) and two associated
with blood-brain barrier integrity and pericyte maintenance
(PDGFB and PDGFRB) (Wang et al. 2012; Keller et al.
2013; Legati et al. 2015). Keasey and coworkers observed in
an in vitro model of calcification in human bone osteosarcoma
(SaOs-2) that two genes related to the disease (SLC20A2 and
XPR1) had decreased expression in the presence of calcification
(Keasey et al. 2016). The study also demonstrated that calcitriol
(active form of VitD) could reduce the calcification in these
cells specifically by maintaining enhanced expression of
SLC20A2. Although this might be an initial study, these results
suggest a possible therapy for patients with PFBC based on the
administration of calcitriol. In our study, we tested whether
calcifying condition is able to regulate TSC1 and TSC2 genes,
and after, we determine if calcitriol treatment can restore tran-
scription of these genes in an in vitro model and the expression
levels of the hamartin and tuberin proteins.

We used the same lysates from experiments performed by
Keasey et al. (2016) with some modifications. Briefly, RNA
(500 ng) was reverse transcribed by RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific # K1632 Bio,
USA) according to the manufacturer’s protocol, to a final
volume of 20 μl per reaction. Real-time reactions were
performed as follows: 1 μl complementary DNA, 3.5 μl H2O
and 5 μl TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems, # 4369510, Foster City, CA) with 0.5 μl of × 20
TaqMan Gene Expression Assay (GAPDH # Hs02758991_g1;
TSC1 # Hs01060648_m1; TSC2 # Hs01020387_m1; from
Applied Biosystems) in a 10 μl reaction. Real-time PCR
reactions were run in triplicate using the ViiA7 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, USA). Data were analyzed
using the ΔΔCt method with values normalized to an
endogenous housekeeping gene (GAPDH) and values
expressed relative to biological control values. To perform the
Western blot, protein lysate of three independent cell cultures,
for each group, was isolated using RIPA buffer and prepared
for protein quantification by the BCA protein assay (Pierce) to

standardize 15 μg of protein product in each well. Proteins
were subjected to electrophoresis in a 6% SDS-PAGE gel and
then transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) mem-
branes. Afterwards, these membranes were blocked and incu-
bated with primary antibodies: mouse monoclonal anti-
hamartin (1:500, Santa Cruz Biotechnology, SC-136436),
mouse monoclonal anti-tuberin (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, SC-271314) and rabbit polyclonal anti-
GAPDH (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, SC-25778).
Appropriate secondary antibodies were used and signal was
developed using ECL substrate (Invitrogen). The statistics
was performed using GraphPad Prism (version 6.1) software
using a Student’s t test. Significant differences were set at p ≤
0.05 (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01).

As seen in Keasey et al. (2016), a decrease in the transcription
of TSC1 and TSC2 genes in an in vitro calcificationmodel using
SaOs-2 cells was observed at 14 days (n = 3, p ≤ 0.05, Fig. 1a).
In our model, VitD (calcitriol) reduced calcification. Inversely,
TSC2 (7 days, p ≤ 0.05, Fig. 1b) and the TSC1 (14 days, p ≤
0.01, Fig. 1c) were increased relative to vehicle treated controls.
Following the reduction in the transcription of the genes, the
levels of proteins also decreased at 14 days of calcification with-
out treatment (n = 3, p ≤ 0.05, Fig. 1f). No observed changes in
protein levels were found after the start of calcitriol treatment by
7 days, regardless of dose (n = 3, Fig. 1g), but an increase of
hamartin (TSC1) was observed at 14 days using 100 nM
calcitriol (n = 3, p ≤ 0.01 Fig. 1h). The in vitro calcificationmod-
el in SaOs-2 cells, using ascorbic acid and β-glycerophosphate
as the calcification agents, was able tomimic the downregulation
of the TSC1 and TSC2 genes found in ~ 80%of the patients who
develop TSC.

Previous studies have shown that VitD is able to inhibit the
mTORC1 signaling pathway through the activation of DNA
damage-inducible transcript 4 (DDIT4), also known as regu-
lated in development and DNA damage response 1 (REDD1),
which is in turn active the TSC1-TSC2 complex (Lisse and
Hewison 2011). The loss of function of genes involved in TSC
and consequent impairment in the hamartin and tuberin pro-
teins lead to activation of mTORC1 (for lack of inhibition),
altering cellular processes and resulting in classic signs of
disease such as nodules, tubers and hamartomas. Recently,
Wang et al. (2016), using an animal model of diabetes, in-
duced by streptozotocin, observed an increased phosphorylat-
ed TSC2 in the kidney of animals treated with VitD (Wang
et al. 2016). A case report has shown positive effects of VitD
administration in a patient (41 years old) with TSC, which
showed low levels of VitD in conjunction with cerebral calci-
fications, while only improvements in biochemical markers
and osteomalacia have been reported (Rado and Haris 1993).

Taken together, the improvement in the quality of life of
patients with psychiatric disorders and the reestablishment of
related genes with brain calcification in an in vitro calcifica-
tion model, shows us a possibility in the use of VitD as a
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beneficial agent in the treatment of TSC. The prophylactic use
of calcitriol in children with TSC treated with anticonvulsants
was suggested back in the 1970s (Addy 1976). The use in
patients with cerebral calcifications still requires further study.
It is still unknown if supplementation of VitD could decrease
brain calcification in patients, but for now, we have an initial
data to support this idea. In conclusion, we have shown that
the administration of calcitriol can reverse the low expression
of genes and proteins associated with TSC, albeit in a calcifi-
cation condition in vitro. It is important to note that, after
initiating treatment with calcitriol, the levels of the genes
and the proteins did not decrease in relation to the control,
which we can consider a positive finding. The use of VitD

along with the drugs already used in the conventional treat-
ment could be an effective therapeutic strategy. Moreover,
VitD is inexpensive and accessible and can have important
implications for public health.
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Fig. 1 In vitro calcification reduces transcription of genes and expression
of proteins linked to tuberous sclerosis syndrome in SaOs-2 cells, but
calcitriol can increase levels. RNA and protein were isolated from
SaOs-2 cells treated with ascorbic acid (AA) and β-glycerophosphate
(βG) for 7 or 14 days. a mRNA transcription of TSC1 and TSC2 was
not affected at 7 days but was significantly decreased at 14 days. TSC1
and TSC2 transcription was assessed by RT-qPCR in AA + βG-treated
SaOs-2 cells co-incubated with calcitriol. b TSC2 mRNA transcription
was significantly higher in cells co-incubated with 100 nM of calcitriol at
7 days but not with 10 nM; the TSC1 transcription was not changed. c
TSC1 mRNA transcription was significantly higher in cells co-incubated
with 100 nM of calcitriol at 14 days but not with 10 nM; the TSC2
transcription was not changed. d, e Representative Western blot for

hamartin (encoded by TSC1) and tuberin (encoded by TSC2),
respectively. The loading control was GAPDH, and the images shown
are representative of three independent experiments. f Levels of
expression of hamartin and tuberin proteins were not affected at 7 days
but decreased at 14 days of protocol for calcification. g Levels of
expression of hamartin and tuberin proteins were not altered with
7 days of calcitriol treatment, regardless of the dose used, when
compared to the 7-day control without treatment. h Hamartin
expression was significantly increased in cells treated with 100 nM of
calcitriol at 14 days, but not with 10 nM, while tuberin expression was not
affected. Bars represent means of three independent experiments ± SEM.
Statistical differences between the experimental and control samples were
determined using Student’s t test (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01)
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4.2  PARTE 2 – INFLUÊNCIA DO TRATAMENTO COM ALENDRONATO EM MODELO 

DE CÉLULAS SAOS-2 CALCIFICADAS E SUA REPERCUSSÃO NOS GENES 

ENVOLVIDOS NA CCFP E ET. 

 

4.2.1 Análise da viabilidade celular 

 

 A Figura 9 mostra a viabilidade das células SaOs-2 expostas a concentrações crescentes 

de Alendronato por 72h. Nas primeiras 24h não se verificou toxicidade por parte da droga, 

observamos inclusive um aumento na quantidade de células quando submetidas as doses de 50, 

100 e/ou 150 µM. Com 48h o comportamento muda e percebemos uma tendência de toxicidade 

a partir da concentração de 30 µM, tendência que se confirma e se acentua com 72h. Decidimos 

então, utilizar a dosagem de 10 µM como sendo a máxima. Ao iniciarmos o experimento da 

indução da calcificação, juntamente com a administração do alendronato, percebemos que a 

dosagem de 10 µM se apresentou como tóxica, diante da alta quantidade de células mortas, 

inviabilizando seu uso. Diante disso, passamos a utilizar duas concentrações, 1 µM e 5 µM, que 

embora não tenha sido uma dosagem específica utilizada no ensaio do MTT, estava em um 

intervalo confiável e se mostrou eficaz com o curso do experimento. 

    

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ensaio de viabilidade (MTT) em células SaOs-2 submetidas a diferentes concentrações de Alendronato, 

em 24 h, 48 h e 72 h. As concentrações utilizadas foram 1, 3, 10, 50, 100 e 150 µM e o grupo controle (Ct) não 

recebeu tratamento.  Os gráficos representam a média das absorbâncias obtidas em triplicatas com a barra erro 

padrão.  Acima de cada barra consta a porcentagem de células viáveis em relação ao Ct.  
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 4.2.2 Indução da calcificação em células saos-2 e expressão de genes envolvidos com a 

CCFP 

Células SaOs-2 quando mantidas em cultura a longo prazo, juntamente com ácido 

ascórbico, formam uma matriz de colágeno que, quando suplementada com um doador de 

fosfato como o β-glicerolfosfato, começam a mineralizar, formando cristais semelhantes a 

hidroxiapatita (MCQUILLAN; RICHARDSON; BATEMAN, 1995). Após 14 dias do 

protocolo de indução da calcificação, verificamos de maneira qualitativa, a formação de 

nódulos calcificados corados pelo vermelho de alizarina (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Fotomicrografia em campo claro de células SaOs-2 controle, sem tratamento.   

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Análise qualitativa da calcificação em células SaOs-2 através da marcação com o corante vermelho de 

alizarina ao fim de 14 dias. Fotomicrografia de células SaOs-2 (A) controle e (B) com tratamento de indução da 

calcificação. 

 Para além da observação da calcificação, é interessante notar a mudança na morfologia 

da célula SaOs-2 após 14 dias, em condição controle, sem tratamento. No início do cultivo, a 

célula apresenta uma morfologia mais delgada e fusiforme (Figura 10) diferente da sua forma 

com 14 dias, mais globosa e com o núcleo ocupando boa parte da célula como um todo (Figura 
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11 C). Após confirmação visual, e obtenção das imagens, prosseguimos com quantificação da 

calcificação, onde, acompanhando o resultado qualitativo, a calcificação foi confirmada ao fim 

dos 14 dias (Figura 12 A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Calcificação em células SaOs-2, durante 7 e 14 dias e expressão de genes envolvidos com a CCFP ao 

fim de 14 dias do respectivo modelo. (A) Quantificação relativa em relação ao controle, do nível de intensidade 

da marcação com vermelho de alizarina em células SaOs-2, submetidas ao processo de calcificação no início do 

tratamento (t0, controle), no sétimo dia (t7) e no décimo-quarto dia (t14). (B) Quantificação relativa dos genes 

SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, mensurada por qPCR em relação ao grupo controle (Ctrl), sem tratamento e com 

mesmo tempo de cultivo. As barras representam as médias de 03 culturas independentes ± EP. Teste T de student; 

*p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.0001. 

 

Os níveis de mRNA do SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ foram analisados ao fim do 

tratamento, 14 dias, quando foi observada a calcificação (Figura 12 B). Quando o grupo 

submetido a calcificação foi comparado com o grupo controle, que tem o mesmo tempo de 

cultivo, mas que não recebeu a indução da calcificação, observamos que os três genes 

analisados tiveram suas expressões diminuídas, condição que mimetiza a condição dos 

pacientes com CCFP. 

 

 4.2.3 Efeito do Alendronato em modelo de células SaOs-2 calcificadas 

 

Avaliamos a influência do Alendronato no nosso modelo de calcificação in vitro, através 

da marcação com vermelho de alizarina (Figura 13). Ao fim do experimento, com 14 dias, 

notamos que ambas as concentrações de Alendronato foram capazes de atenuar a calcificação 

observada no grupo controle sem tratamento.  
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Figura 13. Efeito do Alendronato nas doses de 1 µM e 5 µM sobre calcificação em células SaOs-2. O nível de 

intensidade da marcação com vermelho de alizarina foi avaliado com 14 dias, em relação ao grupo controle (Ctrl) 

com mesmo tempo de cultivo, mas sem o tratamento com o Alendronato. As barras representam as médias de 03 

culturas independentes ± EP. Teste T de student; **p ≤ 0.01. 

 

4.2.4 Efeito do Alendronato sobre a expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ em 

modelo de células SaOs-2 calcificadas 

  

Após a comprovação da eficácia do modelo experimental e após verificar que o 

tratamento com Alendronato é capaz de diminuir a calcificação, partimos para a análise da 

expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ frente a esse tratamento. Independente da 

concentração de Alendronato, foi constatado que no modelo de calcificação in vitro, os níveis 

de expressão do SLC20A2 se apresentaram elevados em relação ao controle, tanto em 7 dias 

(Figura 14 A), quanto em 14 dias (Figura 14 D), quando a concentração de 5 µM teve um maior 

destaque. Um comportamento parecido pode ser observado em relação ao gene PDGFβ, quando 

em 7 dias (Figura 14 B) houve um aumento da expressão am ambas as doses de Alendronato, 

mas com destaque para a maior concentração de 5 µM. Com 14 dias (Figura 14 E), a dosagem 

de 5 µM manteve o nível do PDGFβ elevado, tendência não observada na dosagem menor de 

1 µM. Em relação a expressão do PDGFRβ, seu comportamento no geral foi diferente dos 

outros dois genes analisados. Com 7 dias (Figura 14 C), independente da dose de Alendronato 

utilizada, percebemos que sua expressão se apresentou diminuída. Em relação a concentração 

de 5 µM, a tendência se manteve com 14 dias (Figura 14 F), mas foi observado um 

comportamento contrário com a concentração de 1 µM, quando a expressão do gene teve 

aumento considerável.  
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Figura 14. Efeito do Alendronato nas doses de 1 µM e 5 µM sobre a expressão de genes envolvidos com a CCFP 

durante 7 e 14 dias, em modelo experimental de calcificação em células SaOs-2. Expressão dos genes SLC20A2, 

PDGFβ e PDGFRβ com 7 dias de tratamento (A – C) e com 14 dias de tratamento (D – F), em relação ao grupo 

controle (Ctrl) com mesmo tempo de cultivo, mas sem o tratamento com o Alendronato. As barras representam as 

médias de 03 culturas independentes ± EP. Teste T de student; *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001. 

 

4.2.5 Efeito do Alendronato sobre a expressão dos genes TSC1 e TSC2 em modelo de 

células SaOs-2 calcificadas 

 

 Em resultados anteriores já publicados (resultados parte 1), foi observado que no modelo 

de calcificação induzida em células SaOs-2, tanto a expressão dos genes TSC1 e TSC2, quanto 

suas respectivas proteínas, Hamartina e Tuberina, se apresentaram reduzidas aos 14 dias (Figura 

15). Dentro dessa perspectiva, resolvemos analisar a influência do Alendronato sobre esses 

genes. De maneira global, observamos nitidamente uma resposta positiva dos genes a partir do 

tratamento com o Alendronato (Figura 16). Com 7 dias de tratamento, com a concentração de 

1 µM de Alendronato, a expressão do TSC1 se manteve igual ao controle sem tratamento e de 

mesma idade, sendo a única condição em que não houve um aumento. 
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Figura 15. Expressão dos genes TSC1 e TSC2 (A) e das suas respectivas proteínas (B) no modelo de calcificação 

celular em 7 e 14 dias. Resultados parte 1. 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efeito do Alendronato nas doses de 1 µM e 5 µM sobre a expressão de genes envolvidos com a ET 

durante 7 e 14 dias, em modelo experimental de calcificação em células SaOs-2. Expressão dos genes TSC1 e 

TSC2 com 7 dias de tratamento (A e C) e com 14 dias de tratamento (B e D), em relação ao grupo controle (Ctrl) 

com mesmo tempo de cultivo, mas sem o tratamento com o Alendronato. As barras representam as médias de 03 

culturas independentes ± EP. Teste T de student; *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001. 
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5  DISCUSSÃO 

 

 Os mecanismos responsáveis pelas CC ainda não estão claros, principalmente por se 

tratar de um fenótipo que pode se apresentar com diferentes padrões e por ser característico de 

várias doenças, com diferentes etiologias. Estudos in vitro e in vivo se apresentam como uma 

ferramenta necessária para buscar conhecimento a respeito dessas questões. Dentro desse 

cenário, nosso trabalho buscou estudar em um modelo de calcificação in vitro, utilizando 

células SaOs-2, mimetizar um ambiente que nos permitisse avaliar a expressão de genes de 

interesse, sabidamente envolvidos com CC e testar possíveis alternativas de tratamento.  

           Estudos prévios do nosso laboratório já mostraram o sucesso do modelo experimental 

em relação aos genes envolvidos com a CCFP (KEASEY et al., 2016). O presente trabalho 

mostrou que, em relação a ET, esse modelo também serve como ferramenta para 

desenvolvimento de pesquisa básica dessa doença, visto que conseguimos estabelecer a 

diminuição dos genes TSC1 e TSC2, através da indução da calcificação (SANTOS-JUNIOR et 

al., 2018). Assunto recorrente em debates científicos, as limitações dos modelos experimentais, 

de maneira geral, são motivos naturais de questionamentos. Nosso modelo celular, embora não 

seja constituído de células do sistema nervoso, tem se mostrado útil, principalmente pelo fato 

de ainda não ter encontrado na literatura modelo de calcificação in vitro utilizando neurônios 

ou células da glia. A condição genética e fenotípica está presente em nosso modelo e nos 

permite estabelecer projeções e propor novos rumos de estudo. 

 Em uma primeira linha de investigação, buscamos entender o comportamento dos genes 

TSC1 e TSC2 associados com a ET, no nosso modelo celular. Diante de uma baixa expressão 

causada pela calcificação, o calcitriol conseguiu regular positivamente o nível desses genes e 

das proteínas associadas. São poucos os estudos que abordam o fenótipo da CC na ET, 

sobretudo seus mecanismos. Conseguimos demonstrar que o calcitriol tem potencial para ser 

um possível aliado no tratamento dos pacientes com ET. Certamente, muitas outras abordagens 

precisam ser realizadas para que sua eficácia seja comprovada. Embora nosso estudo tenha 

avaliado o efeito positivo do calcitriol sobre do fenótipo da calcificação, o reestabelecimento 

dos níveis dos genes e das proteínas associadas, tendem a impactar os outros sinais e sintomas 

da doença.  

 Numa segunda linha de investigação, buscamos avaliar a influência do Alendronato no 

nosso modelo de calcificação in vitro, tanto em relação a formação da calcificação em si, quanto 

na expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, os principais e mais estudados no 
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contexto da CCFP. Embora a relevância do gene MYORG tenha crescido consideravelmente 

nos últimos meses, sua descoberta é muito recente, de modo que não fez parte do nosso 

planejamento inicial, mas certamente será abordado em próximos estudos, bem como o gene 

XPR1.  

 Inicialmente, determinamos um intervalo de concentração do Alendronato que seriam 

viáveis para o desenvolvimento do estudo. Realizamos o ensaio de viabilidade celular, 

utilizando o método do MTT, nos tempos de 24h, 48h e 72h; com doses variando de 1 até 150 

µM. Verificamos ao fim do teste que a dosagem máxima seria de 10 µM, que manteve uma 

viabilidade de aproximadamente 94%. No entanto, com o decorrer do experimento, percebemos 

que a administração do Alendronato a 10 µM, juntamente com o protocolo de calcificação, 

tornou o microambiente tóxico para as células. Com mais alguns testes, chegamos as 

concentrações ideais de 1 µM e 5 µM.  

 Nosso modelo experimental, assim como reportado por Keasey, et al (2016), apresentou 

calcificação ao fim do tratamento de indução com β-Glicerolfosfato e ácido ascórbico, além de 

redução na expressão dos genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ. A partir da validação do nosso 

modelo, analisamos a influência do Alendronato nas concentrações de 1 µM e 5 µM, sobre a 

calcificação em si. Independente da concentração, o Alendronato foi capaz de reduzir a 

calcificação em aproximadamente 50% quando comparado com o controle. Embora seja um 

dado inédito, tal comportamento do Alendronato era esperado, por ele ser um análogo sintético 

do pirofosfato inorgânico, um potente fator de anti-mineralização endógeno (VILLA-

BELLOSTA; O’NEILL, 2018). Em experimento semelhante, induzindo mineralização em 

modelo celular de fibroblasto a partir da adição de Pi no meio de cultura, foi demonstrado que 

a administração de Alendronato foi capaz de inibir de maneira abrupta o processo de 

calcificação (LI et al., 2016a). 

 O passo seguinte da nossa pesquisa foi dado no intuito de entender se, para além da 

calcificação, o Alendronato também estaria modulando de alguma maneira a expressão dos 

genes SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ. Identificamos inicialmente que a expressão do gene 

SLC20A2, prejudicada pela calcificação, teve seu comportamento revertido pelo Alendronato, 

independente da concentração e do tempo analisado. O que foi constatado é que quanto maior 

o tempo de tratamento e a concentração da droga, maior foi a expressão. É digno de nota que, 

no trabalho de Oliveira & Oliveira (2016), onde são descritos 7 pacientes com PFBC que fazem 

uso do Alendronato, 3 são identificados com variações no SLC20A2; desses, dois são os que 

apresentam as melhoras mais significativas, em relação a diminuição de sinais e sintomas 
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causados pela doença. Embora sejam dados preliminares, podemos afirmar que existe uma 

relação positiva entre o Alendronato e o SLC20A2. 

 O PDGFβ apresentou um comportamento parecido com o SLC20A2, com 7 dias de 

tratamento, ambas as concentrações de Alendronato foram capazes de aumentar a expressão do 

gene, tendo a concentração de 5 µM exercido um maior efeito. Com 14 dias, a concentração de 

5 µM manteve o nível de expressão do PDGFβ alto, mas, curiosamente, a concentração de 1 

µM não manteve a tendência. Aparentemente, a concentração de 1 µM de Alendronato não foi 

suficiente para manter os níveis de expressão do gene numa condição de insulto crônico. De 

maneira global, o que se nota é que a resposta do Alendronato na expressão do PDGFβ é 

diminuída com 14 dias. Com 7 dias, a expressão do gene era 2,5 vezes maior que o controle na 

concentração de 1 µM e 7,5 vezes na concentração de 5 µM; com 14 dias, a expressão é 

diminuída para o nível do controle na concentração de 1 µM e 2,5 vezes na concentração de 5 

µM.  

 Quando avaliamos a expressão do gene que codifica o receptor do PDGFβ, o PDGFRβ, 

encontramos um cenário bem diferente em relação as primeiras análises. Com 7 dias, o 

tratamento com o Alendronato, independente da concentração, diminui a expressão do 

PDGFRβ em aproximadamente 85%. Com 14 dias, a concentração de 5 µM de Alendronato 

continua influenciando negativamente a expressão do gene, no entando, a concentração de 1 

µM age de maneira positiva, aumentando a expressão do PDGFRβ.  

 A partir de uma compreensão geral do comportamento dos genes PDGFβ e PDGFRβ 

nas condições analisadas, os dados sugerem um mecanismo de compensação entre o ligante e 

o receptor. Quando os genes do ligante estão sendo mais expressos, os genes do receptor 

consequentemente diminuem sua expressão, buscando manter o balanço fisiológico. No 

contexto estudado, o comportamento do PDGFRβ parece depender exclusivamente do PDGFβ, 

pois o tempo de tratamento com Alendronato e as diferentes concentrações parecem não 

influenciar. Estudos com animais ou células KO para um dos genes poderiam fundamentar 

melhor essa questão e trazer mais respostas relacionadas a dinâmica ligante-receptor. 

 

 Como já havíamos publicado, nesse mesmo modelo de calcificação in vitro, os genes 

TSC1 e TSC2 tiveram sua expressão diminuída ao fim de 14 dias (SANTOS-JUNIOR et al., 

2018). Essa condição mimetiza a situação de pelo menos 80% dos pacientes que desenvolvem 

a ET (HENSKE et al., 2016). Ao tratar essas células com Alendronato, independente da 

concentração utilizada, percebemos uma reversão da condição anterior, os níveis de expressão 
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dos dois genes se apresentaram acima do controle não tratado. As proteínas Hamartina e 

Tuberina, codificadas pelos genes em questão, formam um complexo que inibe o mTORC1, 

uma quinase responsável por regular inúmeros processos celulares (LI; KIM; BLENIS, 2014). 

Dentre os vários processos, o mTORC1 regula o crescimento e a proliferação celular, na ET, 

pela falta da inibição exercida pelo complexo Hamartina-Tuberina, que caracteriza 

molecularmente a síndrome, a dinâmica celular se encontra prejudicada. 

 A partir dessa dinâmica celular desajustada, percebemos que uma característica comum 

dentre os sinais da ET são as formações tumorais em diversos órgãos como coração, pele, rim, 

pulmão e cérebro (HENSKE et al., 2016). Indo de encontro com esses achados, já é descrito na 

literatura que alguns BPs agem também como inibidores da proliferação celular em tumores de 

diversas origens: mama, pulmão, próstata, célula da glia, etc (JIANG et al., 2016; LIU et al., 

2015). Dentro desse contexto, já foi reportado que o bloqueio da via do mevalonato, mecanismo 

de ação dos N-BPs, como o Alendronato, aumenta a eficácia dos inibidores da via mTOR em 

modelo de carcinoma renal (HAGIWARA et al., 2018).  

 A proliferação celular é um processo de alta demanda energética e recentemente foi 

mostrado que a via do mevalonato não só suporta a proliferação celular, como promove a 

captação de glicose e aminoácidos (GONG et al., 2019). Ainda nesse sentido, também foi 

demonstrado que a atividade de suplementação do mevalonato ativa o receptor do IGF1 

(BEKKERING et al., 2018). O IGF1 é reconhecidamente o principal ativador da via mTOR, 

que consequentemente ativa o mTORC1. Com mais esse contexto, a relação entre o 

Alendronato, como inibidor da via do mevalonato e o TSC1 e TSC2, como inibidores do 

mTORC1, ganha ainda mais evidência.  

 Diante de todos esses achados, nossos dados sugerem que o tratamento com o 

Alendronato não só poderia beneficiar um paciente com ET no que se refere a sua calcificação 

cerebral, como também poderia ajudar na inibição da proliferação celular, desordenada de 

maneira sistêmica nessa condição. Como produto final da via do mevalonato, e principal 

componente da membrana celular, o colesterol também é um fator importante para a 

proliferação celular. Células tumorais necessitam do colesterol em alta disponibilidade para 

crescimento e sobrevivência, e a diminuição da biossíntese pode ser considerada como uma 

estratégia antitumoral promissora (MULLEN et al., 2016).  
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6 CONCLUSÕES 

 

 Nosso trabalho trouxe contribuições interessantes na busca de novas alternativas para 

tratamento de pacientes com calcificações cerebrais. Até então, não existe uma terapia 

específica que aja diretamente sobre o fenótipo dessa calcificação, sinal comum em tantas 

enfermidades. Uma grande sequência de novos e mais complexos estudos precisam ser feitos 

para determinar a real eficácia dos tratamentos com Alendronato e Calcitriol nesses pacientes, 

mas estabelecemos aqui um início promissor. 

 Os dados obtidos in vitro encontram suporte na literatura, o que ajuda a corroborar 

nossos achados. A relação da Vitamina D com o SNC já é algo bem documentado, e mostramos 

aqui que a adequação de seus níveis tem um efeito específico e positivos sobre os genes 

relacionados com a ET, o que possivelmente teria um efeito positivo nos pacientes. O uso do 

Alendronato como possível alternativa de tratamento para a ET também aparenta ser um bom 

alvo para investimentos terapêuticos. Os dados na literatura que relacionam diretamente o 

Alendronato e a ET são praticamente inexistentes, mas de acordo com os nossos resultados e 

com o conhecimento das vias bioquímicas e moleculares envolvidas nos processos, temos 

convicção da importância do achado. 

 Embora não sejam muitos, existem trabalhos que relacionam o Alendronato ou os 

Bisfosfonatos de uma maneira geral, com a CCFP. Uma parte dos resultados relatados na 

literatura são inconclusivos, outra parte relata um certo efeito positivo. O que evidenciamos 

aqui, é que o Alendronato tem sim um grande potencial para entrar na lista de possíveis 

alternativas terapêuticas.  

 Dentro da nossa própria linha de pesquisa, outras abordagens podem ser adotadas, como 

aumento do número de experimentos, estudos com outros genes relacionados e avaliação da 

expressão das proteínas codificadas pelos genes de interesse. Como já frisado, outros 

experimentos mais complexos precisam ser feitos, mas outras abordagens mais simples também 

podem ser utilizadas, como estudos retrospectivos. Verificar o comportamento dos sinais e 

sintomas da ET ou CCFP em pacientes que por algum outro motivo utilizam o alendronato ou 

a suplementação de Vitamina D pode fornecer dados interessantes. 
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