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       RESUMO 

 

 

Silva LHS. Expressão gênica de moléculas da matriz extracelular e da membrana 

celular durante a diferenciação de células-tronco adultas de polpa dentária humana 

[Disssertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 

2014. Versão Corrigida. 

 

 
As células-tronco mesenquimais (MSCs) são células multipotentes que tem o 

potencial de se diferenciarem em várias linhagens celulares in vitro e in vivo. Estas 

são encontradas em nichos específicos em muitos órgãos e tecidos adultos, tais 

como medula óssea, tecido adiposo, músculo, dente, cordão umbilical, pele, 

cartilagem articular, sendo facilmente isoladas, expandidas e com alta capacidade 

proliferativa in vitro. Assim, estas características têm despertado grande interesse na 

sua utilização como uma potencial fonte de células para o reparo e regeneração 

tecidual de diversos órgãos e tecidos. Pouco se conhece sobre as moléculas que 

são secretadas pelas MSCs para a matriz extracelular (MEC) e que estão na 

interface célula-matriz e estão presentes em vias de transdução de sinais 

intracelulares. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressão 

gênica de enzimas que remodelam a MEC (metaloproteinases de matriz – MMPs: 15 

membros) e seus inibidores (inibidores teciduais das metaloproteinases de matriz – 

TIMPs: 4 membros e RECK) e proteína da membrana plasmática (Caveolina-1) 

durante a diferenciação osteogenica in vitro a partir de células-tronco mesenquimais 

da polpa dentária humana (DPSCs). Para tanto, utilizamos polpas dentárias 

humanas provenientes de terceiros molares de indivíduos adultos (18-32 anos – 

n=3) e as DPSCs isoladas foram imunofenotipadas por citometria de fluxo, avaliada 

a taxa de proliferação, induzidas as diferenciações osteogênica (1, 7, 14, 21 e 28 

dias) e adipogênica (28 dias) e os transcritos avaliados por PCR em tempo real. 

Estas células foram positivas para o marcadores CD29, CD105, STRO-1, CD44, 

CD90 negativas os marcadores para CD31, CD45, CD34 e CD14 e são capazes de 

se diferenciarem em osteoblastos e adipócitos. Verificamos que as MMP-2, MMP-3, 

MMP-13, MMP-14, MMP-25, TIMP-3, TIMP-4 e Caveolina-1 foram diferencialmente 

expressas durante a diferenciação osteogênica, sendo reguladas positivamente 



apenas no período de 28 dias pós indução e a TIMP-1 regulada positivamente desde 

o primeiro dia de indução. A MMP-11 e MMP-16 não foram detectadas nas DPSCs e 

nem durante a diferenciação osteogênica. Desta forma, concluímos que MMPs 

encontradas bem como a Caveolina-1 e as TIMP-3 e TIMP-4 podem estar 

participando dos dos eventos de diferenciação óssea em DPSCs, a TIMP-1 pode 

estar participando de eventos biológicos relacionados as propriedades do estado 

indiferenciado das DPSCs e da diferenciação óssea e que as MMP-11 e MMP-16 

não são expressas pelas DPSCs e também não estão envolvidas na diferenciação 

osteogênica.  


 

 

Palavras-chave: Célula-tronco da polpa dentária. Diferenciação Osteogênica. 

Metaloproteinases de matriz. Inibidores das Metaloproteinases de matriz. Proteínas 

da membrana celular. 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Santos LHS. Gene expression of extracellular matrix and cell membrane molecules during 

cellular differentiation from human dental pulp stem cells [dissertation]. São Paulo: 
Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2014. Versão Corrigida. 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells that have the potential to 

differentiate into various cell lineages in vitro and in vivo. These are found in specific 

niches in many adult organs and tissues, such as bone marrow, adipose tissue, 

muscle, tooth, umbilical cord, skin, cartilage, being easily isolated, expanded and 

high proliferative capacity in vitro. Thereby, these features have attracted great 

interest in its use as a potential source of cells for tissue repair and regeneration of 

various organs and tissues. Little is known about the molecules secreted by MSCs 

into the extracellular matrix (ECM), present at cell-matrix interface and present on 

intracellular signal transduction. Thus, the aim of this study was to evaluate gene 

expression profile of ECM remodeling enzymes (matrix metalloproteinases – MMPs: 

15 members) and their inhibitors (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases – 

TIMPs: 4 members and RECK) and plasma membrane proteins (Caveolin-1) that 

participate in signaling pathways during osteogenic differentiation in vitro from human 

dental pulp stem cells (DPSCs). Normal human impacted third molars were collected 

from adults (18-32 years-old – n=3) and DPSCs isolated were immunophenotyping 

by flow cytometry, evaluated the proliferation ratio, induced to osteogenic (1, 7, 14, 

21 and 28-days) and adipogenic differentiation (28-days) and the transcript levels 

evaluated by Real Time PCR. These cells are positive for CD29, CD105, STRO -1, 

CD44, and CD90 markers and negative for CD31, CD45, CD34, and CD14 markers 

and are capable of differentiating into osteoblasts and adipocytes. We found that 

MMP- 2, MMP -3, MMP -13, MMP -14, MMP -25, TIMP-3, TIMP-4 and Caveolin-1 

were differentially expressed during osteogenic differentiation, being upregulated 

only at 28 days post-induction and TIMP-1 upregulated from the first day of induction. 

MMP-11 and MMP-16 were not detected in DPSCs neither during differentiation.  

Thus, we conclude that MMPs, Caveolin-1 found as well as TIMP-3 and TIMP-4 may 

be participating in the event of bone differentiation in DPSCs, TIMP-1 may participate 

in biological events related to the properties of the undifferentiated state DPSCs and 



osteogenic differentiation, MMP-11 and MMP-16 are not also expressed by DPSCs 

and are not involved in osteogenic differentiation. 

 

Palavras-chave: Dental pulp stem cells. Oteogenic differentiation. Matrix 

metalloproteinases. Inhibitors of matrix metalloproteinases. Cell membrane proteins. 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 2.1 - Representação esquemática das fontes de células-tronco dentais      26 
 

Quadro 2.1 - Classificação das MMPs e seus respectivos substratos conhecidos   31 
 

Figura 2.2 - Representação esquemática dos domínios das MMPs         34 

 

Quadro 2.3 - Classificação, propriedades bioquímicas e atuações biológicas das 

TIMPs                         39 

 

Figura 2.3 - Representação esquemática da cavéola ao nível da membrana 

plasmática                         43 

 

Quadro 4.1 Descrição dos anticorpos utilizados em citometria de fluxo                  51 
 
Quadro 4.2- Composição dos meios de cultura de indução das diferenciações 

odontogênica e adipogênica            53 

 

Figura 4.1 - Coleta, isolamento e caracterização das DPSCs                50 

 

Quadro 4.3 Sequências dos primers utilizados em PCR em tempo real e o tamanho 

dos fragmentos amplificados (amplicons)          56 

 

 
Figura 5.1 - Curva de proliferação das DPSCs na P4         57 

 

Figura 5.2 - Imunofenotipagem das DPSCs na P4         58 

 

Figura 5.3 - Fotomicrografias das DPSCs sem diferenciação e após a indução das 

diferenciações óssea e adipogênica            59 

 

Figura 5.4 - Quantificação da atividade da fosfatase alcalina durante a indução da 

diferenciação óssea em DPSCs             60 

 



Figura 5.5 - Expressão gênica diferencial detectada durante a indução da 

diferenciação óssea em DPSCs             62 

 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 4.1  - Informações sobre os pacientes doadores das polpas dentárias 
utilizadas para o isolamento das DPSCs utilizadas neste trabalho 

                                                                                                               47 
 
Tabela 5.1 - Dados não normalizados (Ct) para os genes analizados nas DPSCs 61 
 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

ADAMs   Desintegrina e Metaloproteinase 

ADAM-TS   ADAMs com repetições de trombospondina 

AP    Ativador de Proteína 

APSCs  Célula-tronco da papila apical 

ASCs    Células-tronco adultas 

BMP  Proteína morfogenética óssea 

BMSCs   Celula-tronco da medula óssea 

Cav    Caveolina 

CD    Aglomeração de diferenciação 

CFU-Fs   Unidades de células fibroblastóides formadoras de colônias 

DFPCs   Células progenitoras do folículo dentário 

DNA  Ácido desoxirribonucléico  

DPPSCs   Células-tronco da polpa dentária tipo pluripotentes  

DPSCs   Células-tronco da polpa dentária  

DSCs    Células-tronco dentárias 

DT    Domínio Transmembrana 

EGF    Fator de Crescimento Epidermal 

EMMPRIN  Indutor extracelular de metalloproteinase de matriz  

eNOS   Óxido nitrico sintase endotelial 

ESCs   Células-tronco embrionárias 

FAK   Quinase de adesão focal 

FGF  Fator de Crescimento Fibroblástico 

GAPDH  Glutaraldeído-3-fosfato desidrogenase 

GPI   Domínio de ancoramento glicosilfosfatidilinositol 

HGF  Fator de crescimento de hepatócito 

HLA-G5  Antígeno leucocitário humano G5 

HSCs   Células-tronco hematopoiéticas 

IBMX   3-isobutil-1-metilxantina 

ICAM  Moléculas de adesão intracelular 

IDO   Indoleamina 2, 3-dioxigenase 

IDPSCs  Células-tronco da polpa dentária imaturas 



IL  Interleucina 

iPSCs   Células-tronco pluripotentes induzidas 

ISCT    Sociedade Internacional de Terapia Celular 

MEC   Matriz extracelular 

MMP  Metaloproteinases de matriz  

MPs   Metaloproteinases de mamíferos 

MSCs   Células-tronco mesenquimais 

MT-MMP  Metaloproteinases de matriz ancoradas à membrana celular 

NCSCs  Células-tronco da crista neural 

NGF   Fator de crescimento neural 

PDGFR  Receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta 

PDLSCs  Células-Tronco do ligamento periodontal 

PGE2   Prostaglandina E2 

PZP   Proteína da zona de gravidez 

RECK  Reversão induzida por proteína rica em cisteina com motifs 

  Kazal 

SBP-DPSCs  Células-tronco da polpa dentária produtoras de osso estromal 

SC   Células-tronco 

SCAPs   Células-tronco da papila apical 

SHEDs   Células-tronco de dentes decíduos 

SSEA   Antígeno embrionário estágio específico  

TFPI-2   Inibidor da via do fator tecidual 2 

TGF-   Fator de cescimento transformante beta 

TIMP  Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 

TNF  Fator tumoral de necrose 

TRA    Antígenis de rejeição tumoral  

VEGF   Fator de Crescimento Endotelial Vascular 

α-MEM   Meio Eagle essencial mínimo com modificações alfa 

 
 
 



SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 17 

2 REVISÃO DA LITERATURA ........................................................................ 19 

3 PROPOSIÇÃO .............................................................................................. 52 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................ 53 

5 RESULTADOS .............................................................................................. 63 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................. 69 

7 CONCLUSÃO ............................................................................................... 75 

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 78 

ANEXOS ........................................................................................................ 112 



17 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

As células-tronco são necessárias para o desenvolvimento (células-tronco 

embrionárias), homeostase e reparo tecidual (células-tronco adultas). Estas células 

compartilham certas propriedades, tais como de auto-renovação e produção de 

células-filhas que podem se diferenciar em múltiplos tipos celulares. Algumas das 

questões mais proeminentes no campo da biologia de células-tronco estão na 

compreensão de como estas células se mantém indiferenciadas e como ocorre o 

comprometimento com a diferenciação em uma linhagem específica. Desta forma, 

para o potencial uso terapêutico destas células é necessária a manutenção da auto-

renovação ex vivo em células manipuladas, a prevenção da transformação celular e 

o controle da diferenciação no caminho desejado. 

As células-tronco mesenquimais são células multipotentes que tem o 

potencial de se diferenciarem em várias linhagens mesenquimais in vitro e in vivo. 

Devido a sua disponibilidade em muitos tecidos, tais como medula óssea, tecido 

adiposo, músculo, cavidade oral, e sua alta capacidade proliferativa, estas têm 

despertado grande interesse como uma potencial fonte de células para o reparo e 

regeneração tecidual de diversos órgãos e tecidos. As células-tronco mesenquimais 

da polpa dentária podem ser encontradas em dentes permanentes e em dentes 

decíduos e têm sido bastante estudadas, sobretudo, para a regeneração dos tecidos 

dentários e óssea. 

Neste contexto é importante conhecer quais as moléculas secretadas por 

estas células tanto para a matriz extracelular ou aquelas que permanecem 

ancoradas a membrana celular (secretoma). Neste sentido, as metaloproteinases de 

matriz compõem a maior classe de enzimas que remodelam a matriz extracelular e 

participam de muitos processo fisiológicos e patológicos, tais como proliferação, 

migração, diferenciação e apoptose. Além destas, os seus inibidores secretados 

tanto na matriz extracelular quanto ancorado a membrana celular auxiliam no 

controle da regulação da atividade enzimática destas enzimas, assim, atuando no 

balanço da remodelação da matriz extracelular. Pouco se conhece sobre a secreção 

e a função destas enzimas/proteínas no contexto das células-tronco.  

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressão gênica 

de enzimas que remodelam a MEC (metaloproteinases de matriz – MMPs: 15 
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membros) e seus inibidores (inibidores teciduais das metaloproteinases de matriz – 

TIMPs: 4 membros e RECK) e proteína da membrana plasmática (Caveolina-1) 

durante a diferenciação osteogenica in vitro a partir de células-tronco mesenquimais 

da polpa dentária humana (DPSCs). Para tanto, utilizamos polpas dentárias 

humanas provenientes de terceiros molares de indivíduos adultos (18-32 anos – 

n=3) e as DPSCs isoladas foram imunofenotipadas por citometria de fluxo, avaliada 

a taxa de proliferação, induzidas as diferenciações osteogênica (1, 7, 14, 21 e 28 

dias) e adipogênica (28 dias) e os transcritos avaliados por PCR em tempo real. 

Estas células foram positivas para o marcadores CD29, CD105, STRO-1, CD44, 

CD90 negativas os marcadores para CD31, CD45, CD34 e CD14 e são capazes de 

se diferenciarem em osteoblastos e adipócitos. Verificamos que as MMP-2, MMP-3, 

MMP-13, MMP-14, MMP-25, TIMP-3, TIMP-4 e Caveolina-1 foram diferencialmente 

expressas durante a diferenciação osteogênica, sendo reguladas positivamente 

apenas no período de 28 dias pós indução e a TIMP-1 regulada positivamente desde 

o primeiro dia de indução. A MMP-11 e MMP-16 não foram detectadas nas DPSCs e 

nem durante a diferenciação osteogênica. Desta forma, concluímos que MMPs 

encontradas bem como a Caveolina-1 e as TIMP-3 e TIMP-4 podem estar 

participando dos dos eventos de diferenciação óssea em DPSCs, a TIMP-1 pode 

estar participando de eventos biológicos relacionados as propriedades do estado 

indiferenciado das DPSCs e da diferenciação óssea e que as MMP-11 e MMP-16 

não são expressas pelas DPSCs e também não estão envolvidas na diferenciação 

osteogênica.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 CÉLULAS-TRONCO 

 

 

As células-tronco (“Stem Cells” – SC) são definidas como células 

indiferenciadas com capacidade de se auto-renovar (geração de células-filhas 

idênticas por divisão assimétrica – “self-renewal”) e de se diferenciar em diversos 

tipos celulares (geração de uma célula-filha idêntica e outra célula mais diferenciada 

ou progenitora, a qual possui limitado potencial de auto-renovação, por divisão 

assimétrica – “cell fate”) (Morrison; Kimble, 2006). A potência das células-tronco é 

definida pela sua habilidade de se dividir e produzir um ou mais tipos celulares 

diferentes. O zigoto é totipotente por contribuir para a formação de todos os tecidos 

embrionários e extra-embrionários. Dependendo do estágio de ontogênese no qual 

estas células são encontradas, elas podem ser classificadas em três principais 

categorias: embrionária, fetal e somática ou adulta. 

No entanto, o conjunto de SCs obtidos a partir de condições in vivo e in vitro 

não é homogeneo, mas sim, as células estão em vários estágios de diferenciação. 

Portanto, a identificação de marcadores inequívocos é essencial para isolar estas 

células mais primitivas e para identificar claramente as diferentes fases de células 

indiferenciadas e comprometidas com a diferenciação. 

As células-tronco embrionárias (“Embrionic Stem Cells, ESCs”), derivadas da 

massa interna do blastocisto são pluripotentes e podem se diferenciar em todos os 

tipos celulares dos três folhetos embrionários (mesoderma, ectoderma e endoderma) 

que formam o embrião como um todo (Evans; Kaufman, 1981; Thomson et al., 

1998). A pluripotência das ESCs tem sido testada por dois diferentes meios: (I) a 

agregação e geração de corpos embrióides in vitro; e (II) a formação de teratoma 

(tumor benigno formado a partir de células dos três folhetos embrionários) a partir de 

células injetadas no subcutâneo de animais imunocomprometidos (Martin et al., 

1975; Itskovitz-Eldor et al., 2000; O'Connor et al., 2008). Os genes e vias de 

sinalização que controlam a auto-renovação e o comprometimento celular são uma 

assinatura molecular chamada de “stemness” (Ivanova et al., 2002). A cooperação 

entre os elementos intrínsecos (fatores de transcrição) e sinais extrínsecos (fatores 
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de crescimento) vindos de seu microambiente regulam o comportamento destas 

células. Os três fatores de transcrição Nanog, Oct4 e Sox2 formam o cerne do 

circuito regulatório o qual mantém a capacidade de auto-renovação e pluripotência 

(Romeo et al., 2012). Além destes, outras moléculas são consideradas marcadores 

positivos mais comuns para a caracterização de ESCs, tais como SSEA-3 e SSEA-4 

(“stage-specific embryonic antigen”), TRA-1-60 e TRA-1-81 (“tumor rejection 

antigens”) e fosfatase alcalina, sendo a SSEA-1 considerada um marcador negativo 

(Calloni et al., 2014). Apesar de seu grande potencial, a possibilidade de 

desenvolvimento de tumores benignos in vivo e os problemas éticos envolvidos com 

a manipulação e utilização destas células têm levado a desistência de utilização 

destas células em Terapia Celular e, apenas, como um modelo de estudo dos 

mecanismos envolvidos nas células-tronco. 

As células-tronco fetais têm sido encontradas no fluído e membranas 

amnióticas, sangue do cordão umbilical e o cordão propriamente dito e placenta 

(Kmiecik et al., 2013). Estas células são do tipo mesenquimais e compartilham 

características semelhantes as das células-tronco mesenquimais adultas (descritas 

na próxima secção), mas também exibem algumas propriedades de ESCs. Os 

problemas éticos envolvidos nestas fontes de células são bastante reduzidos, pois 

estes tecidos são normalmente descartados após o nascimento.  

As células-tronco derivadas de diferentes tecidos somáticos ou adultos (“Adult 

Stem Cells” - ASCs) são consideradas multipotentes, possuem a capacidade de se 

diferenciarem em vários tipos celulares, porém com certa limitação correspondente 

ao tecido de origem e são encontrados virtualmente em todos os tecidos adultos. 

Dentre elas, as células-tronco hematopoiéticas (“Hematopoietic Stem Cells” - HSCs) 

que foram descobertas na década de 1960 são as mais conhecidas, estudadas e 

são aplicadas com sucesso em Terapia Celular através do transplante de medula 

óssea. Estas células podem ser isoladas a partir da medula óssea (Sutherland et al., 

1989), sangue do cordão umbilical (Nayar et al., 2002), fígado fetal (Craig et al., 

1993) e sangue periférico (Jansen et al., 2005; McCredie et al., 1971). As células-

tronco estromais ou células-tronco mesenquimais (“Mesenchymal Stem Cells” - 

MSCs) (Caplan, 1991a) são um tipo de ASC. Nos tecidos, estas células devem se 

concentram em microambientes definidos que mantenham suas “stemness”, sendo 

esse conceito proposto inicialmente por Schofield (Schofield, 1978). Assim, o nicho 

da SC é definido como um local anatômico ou um microambiente onde ASCs 
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residem e estão cercadas por MEC e outros componentes não celulares, tanto para 

proporcionar sinais que mantêm as SCs em estado indiferenciado quanto para 

modular sua ativação (reparo e regeneração teciduais) (Jones et al., 2008a; 

Scadden, 2006). No caso de ativação, as SCs entram tanto em divisão simétrica ou 

assimétrica e moléculas solúveis tais como Wnt, Notch, FGF e proteínas Hedgehog 

são importantes reguladores parácrinos da função das SCs atuando tanto na 

proliferação quanto na diferenciação destas células (Mitsiadis et al., 2007; Mitsiadis; 

Papagerakis, 2011). Acredita-se que a membrana basal possa também participar em 

microambientes especializados e pode influenciar na função de uma população de 

SC. Além disso, componentes não protéicos do microambiente local, tais como íons 

inorgânicos e produtos metabólicos podem afetar a função das SCs. 

Mais recentemente, o dogma da Biologia do Desenvolvimento de que a 

diferenciação de células somáticas de mamíferos é um processo irreversível foi 

quebrado pelo grupo de pesquisa liderado pelo japonês Shinya Yamanaka, 

ganhador do prêmio Nobel de Medicina em 2012 (Takahashi; Yamanaka, 2006; 

Takahashi et al., 2007). Células somáticas transfectadas com quatro fatores de 

transcrição (Oct4, Sox2, c-Myc e Klf4) são capazes de reverter seu estado 

diferenciado em indiferenciado e resgatar as características das ESCs, sendo, então 

chamadas de células-tronco pluripotente induzidas (“induced Pluripotent Stem Cells” 

- iPSCs). Estas células têm sido muito estudadas como uma poderosa ferramenta 

para terapia celular, já que não apresenta os mesmso problemas éticos que 

envolvem as ESCs e, em tese, a reprogramação celular pode ser realizada em 

qualquer célula somática do indivíduo. 

 A descoberta de SCs trouxe novas possibilidades para a área científica e 

clínica e têm o potencial de serem aplicadas na terapia celular, terapia gênica, 

engenharia de tecidos, na descoberta de drogas, modelagem de doenças e biologia 

do desenvolvimento. 
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2.1.1 Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

No início dos anos 60, A. J. Friedenstein iniciou estudos pioneiros focados na 

interação entre o osso e o tecido hematopoiético. Uma rara população de células da 

medula óssea não hematopoéticas foi isolada e com as características de aderência 

ao plástico (aproximadamente 1 em 10.000 células nucleadas da medula óssea), 

suplementas com soro fetal, com capacidade de formar colônias com aparência 

heterogênea a partir de uma única célula, após alguns dias em cultura, iniciaram 

proliferação e diferenciação celular em células diferenciadas da linhagem 

mesenquimal (osteoblasto) (Friedenstein et al., 1970). Por mais de 40 anos, estas 

células foram chamadas de unidades formadoras de colônia fibroblástica (“Colony-

Forming Unit-Fibroblast Cells” – CFU-Fs) ou de células estromais da medula óssea 

e, mais tarde, de células-tronco da medula óssea (“Bone Marrow Stem Cells” – 

BMSCs).  

A atual categorização destas células em MSCs foi proposta por Arnold Caplan 

(Caplan, 1991) devido a sua capacidade de se diferenciarem em tecidos derivados 

do mesoderma (osso, cartilage e tecido adiposo) ou células estromais porque 

pertencem ao estroma e acredita-se que estas céulas tem um papel de suporte 

físico para o nicho das HSCs. Se estas células podem ser absolutamente 

consideradas as verdadeiras células-tronco ou como progenitoras multipotentes de 

linhagens mesenquimais, tem sido o foco de intenso debate. Por conseguinte, foi 

proposto o termo células estromais mesenquimais multipotentes (“Multipotent 

Mesenchymal Stromal Cells”) que foi adotado no lugar de MSCs (Bianco et al., 2008; 

Horwitz et al., 2005). Assim, muita confusão em relação a nomenclatura a ser 

adotada fez com que, em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular 

(“International Society for Cellular Therapy” – ISCT) publicasse os chamados 

“critérios mínimos” para identificar uma célula-tronco humana como uma MSC. 

Dentre estes estão a adesão celular ao plástico de células com morfologia 

fibroblastóide, expressão de proteínas da superfície celular CD73, CD90, CD105 e, 

em conjunto, com a ausência de expressão de CD45, CD34, CD14, CD11b ou 

CD79a ou CD19 e HLA-DR e diferenciarem, ao menos, em osso, cartilagem e tecido 

adiposo (Dominici et al., 2006). As MSCs são células multipotentes que se 

diferenciarem em osteoblastos, adipócitos e condroblastos (Pittenger et al., 1999), 
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mas também em linhagens ectodermais (Dezawa, 2008; Sasaki et al., 2008) e 

endodermais (Sato et al., 2005).  

Embora as MSCs derivadas dos mais diversos tecidos e órgãos compartilhem 

propriedades biológicas básicas, mas disparidades substanciais existem entre elas, 

incluindo: (I) diferenças no potencial de expansão sob condições idênticas de cultivo 

celular (Kern et al., 2006); (II) potencial de diferenciação nas linhagens 

mesenquimais clássicas; e (III) expressão dos marcadores de superfície celular 

(Baksh et al., 2007). 

Pouco se conhece sobre as moléculas que compõem o nicho das MSCs in 

vivo (da Silva et al., 2006). Torna-se mais evidente que existam nichos tecido-

específicos, já que as MSCs apresentam fenótipos e funções bem distintas (Hennig 

et al., 2007; Huang et al., 2009; Ivanova et al., 2002; Meijer et al., 2008; Roubelakis 

et al., 2007; Zhu et al., 2008). Uma das maiores questões não resolvidas sobre as 

MSCs está relacionada a sua identificação dentro de seu nicho in vivo. A precisa 

localização tecidual das MSCs é dificultada pela ausência de um marcador universal 

que identifique as MSCs (Bianco, et al. 2008; McGonagle; Jones, 2008; Morikawa et 

al., 2009), entretanto, alguns autores sugerem que aparentemente as MSCs são 

residentes em nichos perivasculares ao longo dos tecidos e órgãos do organismo 

(Kuhn; Tuan, 2010), embora isto não seja válido para MSCs derivadas de tecidos 

avasculares como a cartilagem articular (Barbero et al., 2003; Dell'Accio et al., 2003; 

Dowthwaite et al., 2004). Existe a possibilidade de que o fenótipo e as funções das 

MSCs podem variar in vivo e in vitro devido a sua remoção do seu ambiente natural 

e o uso de condições de crescimento químicas e físicas que podem alterar as suas 

características. As MSCs são conhecidas por sofrer rearranjos fenotípicos durante a 

manipulação ex vivo, perdendo a expressão de alguns marcadores ao mesmo tempo 

que adquiri outros novos (Jones et al., 2002). Quando as MSCs são isoladas dos 

diferentes tecidos e órgãos, uma população heterogênea de células com diferentes 

potenciais de diferenciação podem ser obtidas. Além disso, estas células não são 

muito abundantes, por exemplo, na medula óssea, as MSCs compreendem 0,01 a 

0,001% da população total de células (Bianco et al., 2001). Assim, a definição de 

marcadores que tornam possível isolar as MSCs mais primitivas e para identificar as 

sub-populações com potenciais diferentes para gerar células maduras é necessário 

para melhorar a caracterização molecular e celular das MSCs. Além dos marcadores 

definidos pela ISCT, muitos outros marcadores foram identificados e utilizados pelos 
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pesquisadores, sendo os marcadores positivos mais comuns o CD13, CD29, CD44, 

CD49e, CD54, CD71, CD73, CD90, CD105, CD106, CD166 e HLA-ABC e os 

marcadores negativos mais comuns o CD14, CD31, CD34, CD45, CD62E, CD62L, 

CD62P e HLA-DR. Dentre eles, quarto marcadores estão incontestavelmente 

presentes nas MSCs: CD73, CD105, CD44 e CD90 (Haynesworth et al., 1992; Jones 

et al., 2002). Porém, as populações CD73+/CD105+/CD44+/CD90+ são também 

identificadas em células estromais e em fibroblastos e servem apenas para 

descriminar as MSCs de células de origem hematopoiética (Ishii et al., 2005; Jones 

et al., 2008b; Jones et al., 2002; Jones et al., 2004; Wagner et al., 2005). No entanto, 

devido a grande diversidade de fontes de obtenção das MSCs, alguns marcadores 

positivos parecem ser tecido-específicos. Ainda, alguns trabalhos têm mostrado que 

marcadores associados a ESCs foram identificados em MSCs. O nível de expressão 

de alguns destes marcadores são regulados negativamente quando as MSCs são 

induzidas a diferenciação seguido do aumento de SSEA-1. Esta alteração na 

expressão dos marcadores de MSCs recapitula o que é observado durante a 

diferenciação de ESCs (Calloni et al., 2013).  

Além das características de multi-diferenciação, as MSCs exercem efeitos 

tróficos por secretarem várias moléculas bioativas que apresentam propriedades 

anti-apoptóticas, imunorregutórias, angiogênicas, quimioatrativas e anti-cicatrizantes, 

provendo uma base para seu uso como ferramenta para criar microambientes 

regenerativos locais in vivo. Outra surpreendente característica das MSCs é sua 

baixa imunogenicidade e parecem ser imunossupressoras in vitro. Esta importante 

propriedade imunorregulatória as tornam promissoras para o uso terapêutico em 

uma variedade de doenças autoimunes, relacionadas a inflamação, no transplante 

de órgãos sólidos e no tratamento da doença do enxerto contra o hospedeiro (Si et 

al., 2011). As MSCs podem atuar por dois principais mecanismos: (I) pela secreção 

de uma gama de fatores solúveis, tais como prostaglandina E2 (PGE2), indoleamina 

2, 3-dioxigenase (IDO), fator de cescimento transformate beta (TGB-) e o antígeno 

leucocitário humano G5 (HLA-G5); e (II) pelas interações entre as MSCs e células 

imunes, tais como células T, B, macrófagos e células dendríticas (Li et al., 2014). 

A associação das propriedades de potencial de multi-diferenciação, seus 

efeitos tróficos e associado ao seu perfil imunoprevilegiado têm despertado grande 

interesse na utilização das MSCs em estratégias baseadas em terapia celular tanto 

autóloga quanto alogênica. 
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2.1.1.1 Células-Tronco Dentais 

 

 

O dente é o resultado de interações finamente orquestradas entre as células 

do epitélio oral ectodermal, que formam o órgão do esmalte (para a formação do 

esmalte), e células mesenquimais derivadas da crista neural (tecido embrionário 

transiente que origina as células-tronco da crista neural/”Neural Crest Stem Cells” - 

NCSCs) que constituem uma população de células-tronco pluripotentes e 

migratórias que apresentam potencial de desenvolvimento similares as ESCs. Estas 

células são capazes de se diferenciarem em células da glia, neurônios, ossos, 

tendões, melanócitos, condrócitos, células endócrinas, células adiposas, a papila e o 

folículo dentais, dentre outros. Apesar da pluripotência das NCSCs ser restrita ao 

desenvolvimento embrionário, seus homólogos pós-natais mantêm a capacidade de 

auto-renovação e “stemness” (Le Douarin; Dupin, 2003; Le Douarin et al., 2004; Le 

Douarin et al., 2008). Estas MSCs originam os outros components do dente: dentina, 

polpa, cemento e ligamento periodontal (Peters; Balling, 1999; Thesleff; Aberg, 

1999).  

No início do anos 2000, as células-tronco dentais (“Dental Stem Cells” – 

DSCs) foram isoladas e caracterizadas em humanos e, até o momento, cinco 

populações de MSCs distintas foram categorizadas: (I) durante o desenvolvimento 

dentário, no folículo dentário (“Dental Follicle Progenitor Cells” - DFPCs) (Morsczeck 

et al., 2004)  e na papila apical (“Stem Cells from Apical Papilla” – SCAPs ou “Apical 

Papilla Stem Cells” - APSCs) (Sonoyama et al., 2006); (II) no indivíduo adulto, no 

ligamento periodontal (“Periodontal Ligament Stem Cells” - PDLSCs) (Seo et al., 

2004), na polpa dentária de dentes decíduos (“Stem Cells Exfoliated Deciduos 

Teeth” - SHEDs) (Miura et al., 2003) e de dentes permanentes (“Dental Pulp Stem 

Cells” - DPSCs) (Gronthos et al., 2000) (Figura 2.1). Ainda, células-tronco da polpa 

dentária de dentes supranumerários também já foram isoladas e caracterizadas 

(Huang et al., 2008). Populações pluripotentes que expressão marcadores de ESCs, 

com proliferação indefinida e que formam teratoma in vivo já foram isoladas a partir 

de polpas dentárias de dentes decíduos (“Immature Dental Pulp Stem Cells” - 

IDPSCs) (Kerkis et al., 2006)  e de terceiros molares de indivíduos adultos (Atari et 

al., 2012). Populações tipo pluripotentes, semelhantes as iPSCs obtidas de 

fibroblastos, foram com sucesso obtidas a partir de DPSCs (Oda et al., 2010; Yan et 
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al., 2010), SHEDs (Yan et al., 2010) e SCAP  (Yan et al., 2010), por reprogramação 

celular (“Dental Pulp Pluripotent like Stem Cells” – DPPSCs) (Beltrão-Braga et al 

2011).  

Embora as MSCs derivadas das diferentes DSCs formem populações 

distintas, estas compartilham características comuns de capacidade de auto-

renovação e a capacidade de se diferenciarem em, ao menos, três linhagens 

celulares diferentes (Huang et al., 2009). As DSCs expressarem STRO-1 (Huang et 

al. 2009), proteinas associadas ao endotélio (CD106, CD146), tecidos perivasculares 

(-actina de músculo liso, CD146 e antigen de pericito 3G5), preotínas do osso, 

dentina e cemento (BMP, fosfatase alcalina, osteonectina, osteopontina e 

sialoproteína óssea) e de fibroblastos (colagenos tipo I e III)  (Gronthos et al., 2000; 

Shi; Gronthos 2003). A regeneração/revascularização de tecidos pulpares utilizando 

DSCs necessita de fatores de crescimento, carreadores (biomateriais) e suprimento 

vascular (Hargreaves et al., 2008; Huang et al., 2010; Srisuwan et al., 2013).  

 

 

 
Figura 2.1 – Representação esquemática das fontes de células-tronco dentais (Fonte: Egusa et al., 

2012). 

 

2.1.1.1.1 Células-tronco mesenquimais da polpa dentária adulta (DPSCs) 

 

As DPSCs foram inicialmente isoladas de polpas dentárias extraídas de 

terceiros molares de indivíduos adultos foram caracterizadas como clonogênicas e 

altamente proliferativas, com frequência de formação de colônia alta e produção de 
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nódulos de calcificação densos e reconhecidas como uma população de MSCs 

devido a presença de marcadores de membrana celular encontrados em BMSCs: 

STRO-1 e CD146. Além disso, estas células STRO-1 e CD146-positivas foram 

localizadas ao redor dos vasos sanguíneos e regiões perineurais da polpa dentária 

remanescente (Gronthos et al., 2000).  

Alguns marcadores específicos de células-tronco não são expressos 

uniformemente em todas as culturas de DPSCs, sendo uma população bastante 

heterogênea e muito difícil de ser realmente isolada como uma população 

homogênea, pois não há nenhum marcador exclusivo (Gronthos et al., 2000; Huang 

et al., 2006b). Apesar do CD34 ser considerado um marcador de HSC é também 

marcador de progenitores endoteliais e é considerado um marcador positivo em 

DPSCs (Laino et al., 2005).  

Estudos recentes demonstraram que DPSCs humanas podem se diferenciar 

em linhagens mesenquimais e não mesenquimais, tais como células neurogênicas  

(Gronthos et al., 2002), osteogênicas (Dissanayaka et al., 2012; Laino et al., 2005), 

odontoblastos (Gronthos et al., 2002), miogênicas (Gronthos et al., 2000), 

condrogênicas (Zhang et al., 2006), adipogênicas (Gronthos et al., 2002) e 

endoteliais (Dissanayaka et al., 2012) induzidas in vitro com meios de diferenciação 

específicos. Uma sub-população de DPSCs foi isolada e chamada de “células-tronco 

da polpa dentária produtora de osso estromal” (“Stromal Bone-producing Dental Pulp 

Stem Cells” – SBP-DPSCs) (CD117 ou c-kit+/CD34+/STRO-1+) que tem o potencial 

de se diferenciarem em osteoblastos, adipócitos, mioblastos, endoteliócitos, 

melanócitos e progenitores de células neurais (neurônios e células da glia), sendo 

de origem da crista neural (Graziano et al., 2008; Laino et al., 2006; Papaccio; Laino, 

2006). Uma linhagem imortalizada foi gerada a partir de DPSC e tem a habilidade de 

se diferenciar em odontoblastos e secretar matriz de dentina (Kitagawa et al., 2007). 

As DPSCs semeadas em um carreador de hidroxiapatita/fosfato tricálcio 

(HA/TCP) e implantadas em camundongos imunodeficientes demonstraram o 

potencial de regenerar o complexo dentino-pulpar e formar um tecido fibroso 

contendo vasos sanguíneos em um arranjo similar ao dente humano normal (Batouli 

et al., 2003; Gronthos et al., 2000; Peng et al., 2009; Shi et al., 2005). As DPSCs 

semeadas sobre discos de dentina se diferenciam em células tipo odontoblasto com 

corpo celular polarizado e processos celulares estendidos para dentro dos túbulos 

dentinários existentes (Huang et al., 2006a; Huang et al., 2006b). Em diversos 
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modelos animais com utilizaração das DPSCs têm mostrado diferenciação tecido-

específica destas células in vivo, tais como infarto agudo do miocárdio com 

diferenciação em cardiomiócitos (Gandia et al., 2008), reconstrução de defeitos 

cranio-faciais com diferenciação em osteoblastos (de Mendonca et al., 2008), 

distrofia muscular com diferenciação em células musculares esqueléticas (iDPSCs) 

(Kerkis et al., 2008). 

Comparativamente com as BMSCs, as DPSCs tem uma maior capacidade de 

formar CFUs, alta taxa replicativa (80-100 vezes mais) e sem sinais de senescência 

(Gronthos et al., 2000). O potencial de diferenciação das DPSCs parece ser 

diferente do apresentado pelas BMSCs, pois há uma maior tendência de se 

diferenciarem em linhagens osteo/odontogênicas (Huang et al.,2009). O perfil de 

expressão entre as BMSCs e as DPSCs verificado por microarranjos de DNA 

mostrou que ambas as populações compartilham mais de 4.000 genes humanos e 

alguns genes foram diferencialmente encontrados (Shi et al., 2001). Vale ressaltar 

que a expressão da sialofosfoproteína da dentina, ou seja, uma proteína precursora 

específica dos odontoblastos, não está presente nas culturas de DPSCs ou SHEDs. 

Este fato pode comprovar que essas células representam um fenótipo pré-

odontogênico indiferenciado (Gronthos et al., 2000; Shi et al., 2005). Por outro lado, 

as DPSCs expressão marcadores ósseos, como sialoproteína óssea, fosfatase 

alcalina, osteocalcina, osteonectina e colágenos do tipo I e III, de um modo 

semelhante ao BMSCs (Goldberg; Smith, 2004; Gronthos et al., 2000; Krebsbach; 

Robey, 2002; Shi et al., 2005). As DPSCs e BMSCs compartilham os marcadores de 

superfície celular CD44, CD106, CD146, 3G5 e STRO-1(Shi et al., 2005). 

A utilização clínica das DPSCs é atribuída ao seu isolamento simples e 

conveniente, a falta de controvérsia ética, e baixa imunogenicidade, assim, 

permitindo o uso alógeno sem a administração de agentes imunossupressores 

(Huang et al., 2009; Pierdomenico et al., 2005). Portanto, a coleta de DPSCs é um 

método não invasivo, que pode ser realizada em crianças e adultos (principalmente 

por recomendação de extração cirúrgica dos dentes), além de apresentar a 

vantagem de poder ser criopreservada e armazenada por longos períodos, sendo 

plausível a criação de um banco de DPSCs (Arora et al., 2009; Tirino et al., 2011). 
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2.2 – MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 

 

 

A idéia de que a matriz extracelular (MEC) é um arcabouço de preenchimento 

intercelular é algo que evoluiu para um conceito onde se mostra como uma interface 

de controle ativo das funções celulares e teciduais. É composta por uma rede de 

diferentes substâncias, como diferentes tipos de colágeno, proteínas microfibrilares, 

polissacarídeos, proteoglicanos, citocinas, fatores de crescimento e glicoproteínas. 

Essa composição é que propicia à MEC um papel desse controle celular-tecidual. A 

MEC funciona ainda como um reservatório de fatores de crescimento que podem ser 

rapidamente utilizados durante a sua degradação e remodelação, promovendo 

desse modo um ambiente favorável ao crescimento, proliferação, migração, 

morfologia e diferenciação celular, fundamentais para a permanente remodelação 

tecidual necessária durante o desenvolvimento e crescimento (Hubmacher; Apte, 

2013).  

A MEC interage com as células via receptores tais como integrinas (Fata et 

al., 2004), sindecanas (Saunders et al., 1989), tenascina (Lightner; Erickson, 1990), 

β-1,4-galactosiltransferase (GalTase) (Hathaway; Shur, 1996), distroglicana 

(Durbeej; Ekblom, 1997; Muschler et al., 2002), domínio receptor de discoidina 1 

(discoidin domain receptor 1 – DDR1) (Vogel et al., 2001) e receptores tipo Toll 

(Schaefer et al., 2005), que são importantes para regular a vias de transdução de 

sinais intracelulares imprescindíveis para a polarização, diferenciação, sobrevivência 

e proliferação celular (Rohrbach et al., 1993). 

As células utilizam várias estratégias para regular as proteinases da MEC: 

regulação da transcrição, controle do tráfego de vesículas ou de estruturas ligadas à 

membrana celular (secreção e endocitose), ativação de pró-enzimas e a produção 

de inibidores endógenos. 

É bastante sabido que proteinas secretadas desempenham funções chave e 

coordenam muitas funções biológicas, tais como crescimento, divisão, diferenciação, 

apoptose e sinalização celulares. O secretoma é referido como um conjunto rico e 

complexo de moléculas secretadas a partir de células vivas ou da superfície celular. 

Acredita-se que estas moléculas sejam codificadas por cerca de 10% do genoma 

humano. Nos últimos anos, muitos esforços têm se concentrado na detecção e 
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caracterização destas moléculas em células-tronco, porém pouco se conhece 

(Makridakis et al., 2013). 

 

 

2.2.1 Metaloproteinases de Matriz (MMPs) 

 

 

As MMPs são uma importante família e representam a maior classe de 

enzimas responsáveis pela degradação ou reabsorção dos componentes da MEC. 

Elas processam e degradam inúmeras proteínas peri e extracelulares e, 

coletivamente, são capazes de degradar todos os componentes da MEC (Birkedal-

Hansen, 1993), além de serem as únicas enzimas capazes de clivar colágenos 

fibrilares (Curran; Murray, 1999).  

A primeira MMP descrita foi encontrada em caudas de girinos em 

metamorfose e esta foi denominada de colagenase por Gross e Lapière (1962). As 

MMPs de mamíferos são classificadas em solúveis e MMPs ancoradas à membrana 

celular (MT-MMP), de acordo com suas especificidades enzima-substrato in vitro. A 

maioria das MMPs solúveis é secretada como pró-enzimas e requerem ativação no 

meio extracelular (Harper et al., 1971), enquanto que as MT-MMPs são ativadas 

intracelularmente e expressas na superfície celular na forma ativa (Nabeshima et al., 

2002). As MMPs solúveis são classificadas em colagenases, gelatinases, 

estromelisinas, matrilisinas e outras. Já as MT-MMPs são compostas por seis 

membros diferentes. A subclassificação das MMPs foi, originalmente, baseada em 

seus correspondentes substratos da MEC, mas, atualmente, as MMPs são 

designadas numericamente de acordo com a ordem cronológica na qual foram 

identificadas e agrupadas de acordo com sua estrutura tridimensional (Egeblad; 

Werb, 2002; Nabeshima et al., 2002) (Quadro 2.1). As MMPs -4, -5, -6 e -22 foram 

removidas da lista por serem idênticas a outros membros (Nabeshima et al., 2002; 

Nagase et al., 2006). As MMPs são proteinases extracelulares, mas, estudos têm 

mostrado que as MMPs -1 (Limb et al., 2005; Nabeshima et al., 2002), -2 (Kwan et 

al., 2004; Nabeshima et al., 2002) e -11 (Luo et al., 2002; Nabeshima et al., 2002) 

são também encontradas intracelularmente e podem interagir com proteínas 

intracelulares.
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Grupo 

 

MMP 

 

Nome 

Formas 

latente e 

Ativa (kDa) 

 

Substratos 

Colagenases 1 

 

8 

13 

Colagenase Intersticial, Colagenase Fibroblástica, Colagenase 

Tecidual ou Colagenase-1 

Colagenase Neutrofílica, Colagenase de Neutrófilo 

Polimorfonuclear, Colagenase Granulocítica ou Colagenase-2 

Colagenase-3 

55/45 

 

75/58 

60/48 

Colágenos I, II, III, VII, VIII, X, gelatina, agrecana, versicana, perlecana, fibronectina, ligante de proteína, caseína, α2-M, 

ovostatina, nidogênio, pró-TNF-α, L-selectina, α1-PI, PZP, IGFBP-3, pró-IL-1β e IL-1β, MCP-3, SDF-1 

Col I, II, III, V, VII, VIII, X, gelatina, agrecana, α1-PI, antiplasmina-α2, fibronectina, receptor de protease ativada 1 

Col I, II, III e IV, XVIII, gelatina, PAI-2, agrecana, perlecana, laminina, elastina, tenascina, fibrilina, fibronectina, 

osteonectina, MCP-3, SDF-1 

Gelatinases 2 

 

 

 

 

9 

Gelatinase A, Gelatinase Neutrofílica ou Colagenases tipo IV de 

72 kDa 

 

 

 

Gelatinase B ou Colagenase tipo IV de 92 kDa 

72/66 

 

 

 

 

92/86 

Colágenos I, II, III, IV, V, VII, X, XI, XIV, XVIII, gelatina tipo i, decorina, elastina, entactina/nidogênio, fibrilina, fibrina, 

fibrinogênio, fibronectina, fibulina, laminina-5 (γ2), plasminogênio, tenascina, vitronectina, agrecana, versicana, mielina 

básica, osteonectina, amelogenina, condroitina sulfato, IGFBP-3, Pró-IL-1β, IL-1β, IL-8, Pró-TGF-β, Pró-TNF-α, ligante de 

proteína, substância P, C1q, α1-AC, α1-PI, receptor 1 de FGF, MCP-3, SDF-1, adrenomodulina, endotelina grande, LTBP1, 

galactina-3. 

Colágenos II, IV, V, VII, X, XI, XIV e XVIII, gelatina tipo i, caseína, decorina, elastina, fibrilina, fibrina, fibrinogênio, 

plasminogênio, vitronectina, agrecana, versicana, entactina/nidogênio, ICAM-1, galactina-3 , mielina básica, osteonectina, 

Pró-IL-1β, IL-1β, IL-2Rα, Pró-TGF-β, Pró-TNF-α, ligante de proteína, proteína P, C1q, α1-PI,α2-M, MCP-2, SDF-1, LTBP1. 

Estromelisina

s 

3 

 

 

10 

11 

Estromelisina-1, Transina-1, Proteoglicanase ou Proteína 

Ativadora de Pró-colagenase 

 

Estromelisina-2 ou Transina-2 

Estromelisina-3 

57/45 

 

 

57/44 

51/44 

Colágenos III, IV, IX, X, XVIII, gelatina, agrecana, versicana, decorina, perlecana, fibrilina, nidogênio, fibronectina, laminina, 

elastina, plasminogênio, caseína, fibrinogênio, antitrombina-III, α2-M, ovostatina, α1-PI, pró-TNF, IGFBP-3, E-caderina, 

osteonectina, pró-IL-1β, MCP-3, SDF-1 

Col ágenos III, IV, V, gelatina, caseína, agrecana, elastina, proteína link, fibronectina 

Laminina, fibronectina, gelatina, α1-PI, IGF, IGFBP-1 

MMPs Tipo 

de Membrana 

14 

 

 

 

 

15 

 

16 

 

17 

24 

25 

MT1-MMP 

 

 

 

 

MT2-MMP 

 

MT3-MMP 

 

MT4-MMP 

MT5-MMP 

MT6-MMP ou Leucosina 

66/56 

 

 

 

 

72/60 

 

64/52 

 

57/53 

- 

- 

Colágenos I, II, III, XVIII, agrecana, gelatina tipo I, caseína, nidogênio, elastina, fibronectina, Fator XII, perlecanaa, fibrina, 

fibrilina, fibrinogênio, vitronectina, laminina-1, laminina-5 (γ2), laminina-5(β3), pró-TGF-β, pró-TNF-α, sindecana-1, proteína 

inibidora de mielina, CD44, MCP-3, tTG, MUC1, lumicana, sulfato de dermatana, tenascina C, LDL-RP, integrina αv, IL-8, 

SDF-1, KiSS-1 proteína, metastina, CTGF, DR6, gC1qr, glicana β, α1-PI, α2M, tTG, apoA-I, apoE, gelsolina plasmática, 

apoC-II, IL-8, SLPI, pro-TNF-a, CTGF, APP  

Colágenos I, IV, gel, agrecanaa, fibronectina, fibrilina, tenascina C, laminina-1, nidogênio, tTG, perlecanaa, LDL-RP, 

fibronectina  

Colágenos II, III, gel, caseína, vitronectina, fibronectina, tTG, agrecanaa, CD44, α1-PI, sindecana, LDL-RP, laminina-1, 

glicana β, KiSS-1 proteína, metastina, α2-M, APP  

Fibrina, gel, fibrinogênio, pró-TNF-α, agrecanaase-1 (ADAMTS-4), LDL-RP 

KiSS-1 proteína, etastina, gel, sulfato de condroitina, sulfato de dermatana, APP 

Fibrina, fibrinogênio, col IV, gel, fibronectina, sulfato de dermatana e condroitina, N-caderina  

Matrilisina 7 

 

 

26 

Matrilisina, Matrina, Metaloproteinase Uterina ou PUMP-1 

 

 

Endometase ou Matrilisina-2 

28/19 

 

 

- 

Colágenos IV, X, XVIII, gelatina, agrecana, proteína link, elastina, fibronectina, decorina, laminina, plasminogênio, 

entactina, caseína, transferrina, mielina básica, α1-PI, pró-TNF-α, FASL, criptina, osteonectina, IGFBP-3, E-caderina, 

RANKL, EGF ligado a heparina 

Colágeno IV, fibronectina, vitronectina 

Outras 12 

 

18 

19 

20 

21 

 

23 

27 

Metaloelastase Macrofágica, Elastase Macrofágica ou 

Metaloelastase Colagenase-4 (Xenopus) 

RASI-1 

Enamelisina 

Homóloga ao Xenopus XMMP 

CMMP (chicken) ou MMP associada à Artrite Reumatóide 

Cisteína Array MMP (CA-MMP), Femalisina, MIFR ou MMP-

21/MMP-22¥ 

Epilisina 

54/45-22 

 

- 

54/22 

- 

54/46-41 

 

55/? 

Colágenos IV, XVIII, gelatina, elastina, α1-PI, fibronectina, agrecana, entactina/nidogênio, plasminogênio, vitronectina, 

fibrilina, laminina, pró-TNF, mielina básica, receptor ativador de plasminogênio tipo urokinase 

Colágeno IV, gelatina, tenascina, agrecana, IGFBP-3, laminina-5 (γ2), nidogênio-1, COMP 

Amelogenina, Col XVIII, agrecana, COMP 

- 

Agrecana 

 

- 

- 

Sem Grupo - 

- 

- 

Mcol-A (mouse) 

Mcol-B (mouse) 

Gelatinase de 75-kDa (Chicken) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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α2-M: α2-macroblogulina, α1-PI: inibidor de proteinase α1 (α1-proteinase inhibitor), COMP: Proteína de matriz oligomérica da cartilage (cartilage oligomeric matrix protein), FASL: ligante de Fas, 
IGFBP: insulin-like growth factor binding protein; LDL-RP: receptor relacionado a lipoproteína de baixa densidade (low-density lipoprotein receptor protein), MCP-3: proteína quimiotática de 
monócitos-3 (monocyte chemoattractant protein-3), PZP, MUC: mucina transmembrana, PAI-2: inibidor do ativador de plasminogênio 2 (plasminogen activator inhibitor-2), : proteína da zona de 
pregnância (pregnancy zone protein), RANKL: ligante de RANK, SDF: Fator derivado de célula estromal 1 (stromal cell-derived factor-1). Dados extraídos de: (Fessler et al., 1984; Fosang et al., 
1992; Murphy et al., 1993; Fowlkes et al., 1994; Gearing et al., 1994; Ochieng et al., 1994; Aimes et al., 1995; Levi et al., 1996; d'Ortho et al., 1997; Giannelli et al., 1997; Imai et al., 1997; Mecham 
et al., 1997; Ohuchi et al., 1997; Buttner et al., 1998; Hiraoka et al., 1998; Ashworth et al., 1999; Bartlett et al., 1999; Belien et al., 1999b; Ellerbroek et al., 1999; Fernandez-Patron et al., 1999; 
Berton et al., 2000; English et al., 2000; Ferreras et al., 2000; Hahn-Dantona et al., 2000; Haro et al., 2000; Hiller et al., 2000; Koshikawa et al., 2000; McQuibban et al., 2000; Belkin et al., 2001; 
English et al., 2001; Kajita et al., 2001b; Lin et al., 2001; Dallas et al., 2002; Deryugina et al., 2002; Egeblad; Werb, 2002; Fukui et al., 2002; Karsdal et al., 2002; Krekoski et al., 2002; Endo et al., 
2003; Gao et al., 2004; Hao et al., 2004; Hwang et al., 2004; Miyamoto et al., 2004; Overall, 2004; Boire et al., 2005; Ahmad et al., 2006; Itoh et al., 2006; Kim et al., 2006; Lemaitre et al., 2006; 
Monea et al., 2006) 

 

Quadro 2.1 Classificação das MMPs e seus respectivos substratos conhecidos. 
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As MMPs são sintetizadas como pré-pró-enzimas e a maioria são secretadas 

na forma latente, ou seja, pró-enzimas (zimogênio), contendo 5 domínios básicos: (I) 

N-terminal pré-peptídico (cerca de 10 kDa), sinalizador da secreção e removido no 

retículo endoplasmático rugoso; (II) N-terminal pró-peptídico, removido intra ou 

extracelularmente; (III) catalítico (20 kDa); (IV) região da alça; e (V) C-terminal tipo 

hemopexina (30 kDa) (Nabeshima et al., 2002; Visse; Nagase, 2003) (Figura 2.2). 

Estes domínios representam a composição básica de todas as MMPs (exceto das 

MMPs -7 e -23, as mais simples dentre as MMPs e não possuem o domínio 

hemopexina e nem a região da alça), e o aumento dos domínios está diretamente 

relacionado com o aumento da especificidade enzima-substrato ou em relação a sua 

localização celular, como é o caso das MT-MMPs. Todas MMPs são ativas em pH 

neutro, requerem Ca2+ para ativação e manutenção da conformação tridimensional. 

As MMPs solúveis são ativadas por clivagem enzimática (por serina proteinases e 

outras MMPs do domínio pró-peptídico (PRCGVPDV - especificamente entre a 

cisteína e o Zn+2), liberando um fragmento de, aproximadamente, 10 kDa. Este 

processo resulta na alteração conformacional da proteína, revelando assim o seu 

sítio ativo e este é o mecanismo de ativação conhecido como cysteine switch  

(Nabeshima et al., 2002; Springman et al., 1990; Van Wart; Birkedal-Hanse, 1990). 

Existe ainda outro mecanismo de ativação chamado stepwise activation (Nagase et 

al., 1990), onde a clivagem de um determinado ponto do domínio pró-peptídico 

remove apenas uma parte da seqüência peptídica e sua completa remoção é, 

freqüentemente, efetuada por uma MMP intermediária ou por outra ativa.  

Embora a maior parte destas enzimas seja secretada como pró-enzimas, dez 

pró-MMPs possuem uma seqüência de reconhecimento da pró-proteína convertase 

tipo furina localizada no final do segmento pró-peptídeo e podem ser ativadas 

intracelularmente e secretadas para a MEC ou ancoradas a membrana celular na 

forma ativa (Pei; Weiss, 1995; Sato et al., 1996). Elas podem ainda ser ativadas por 

agentes não proteolíticos, tais como agentes reativos de SH, compostos de 

mercúrio, espécies reativas de oxigênio e desnaturantes, pelo mesmo mecanismo 

de clivagem entre a Cys-Zn+2 (Nagase, 1997). 

MMPs presentes em células normais e localizadas pericelularmente, no 

tempo e quantidades corretas, são ativadas ou inibidas apropriadamente. Então, 

estas enzimas são fortemente reguladas aos níveis transcricional, pós-transcricional, 
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Figura 2.2 Representação esquemática dos domínios das MMPs. Pré: segmento pré-peptídico sinal 

(N-terminal); Pró: segmento pró-peptídico com um grupamento tiol (SH) livre ligador de 
zinco (N-terminal); A: região da alça; F: sítio susceptível a atuação de enzimas tipo furina; 
DT: domínio transmembrana (C-terminal); C: cauda citoplasmática (C-terminal); GPI: 
domínio glicosilfosfatidilinositol ancorado a membrana plasmática (C-terminal); Vn: 
domínio tipo vitronectina/ hemopexina contendo 4 repetições, sendo que a primeira e a 
última estão ligadas por ponte dissulfeto; DTRIL-1 r-P/C: domínio tipo receptor de IL-1 
(interleucina-1) rico em prolina/cisteína (C-terminal) . Adaptado de Sternlicht, (2001) 
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ao nível protéico via seus ativadores e inibidores e interação com componentes 

específicos da MEC (Nagase; Woessner Jr, 1999; Sternlicht et al., 2001). 

A expressão gênica destas enzimas é regulada por diversos fatores 

estimulantes e supressores que influenciam muitas vias de sinalização. Por 

exemplo, a expressão de várias MMPs pode ser regulada positiva e negativamente 

por ésteres de forbol, sinais derivados de integrinas, proteínas da MEC, estresse 

celular e alteração na morfologia (Kheradmand et al., 1998; Sternlicht et al., 1999). A 

expressão é ainda regulada por hormônios, fatores de crescimento, oncogenes e 

citocinas, tais como interleucinas, interferons, EGF (epidermal growth factor), KGF 

(keratinocyte growth factor), NGF (nerve growth factor), FGF (fibroblast growth 

factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth 

factor), TNF-α (tumor necrosis factor-alpha), TGF-β (tumor growth factor-beta) e 

EMMPRIN/CD147 (extracellular matrix metalloproteinase inducer) (Fini et al., 1998). 

Muitos destes estímulos induzem a expressão e/ou ativação de produtos dos proto-

oncogenes c-fos e c-jun, os quais se heterodimerizam e ligam-se aos sítios do 

ativador de proteína 1 (AP-1) onde se encontram vários genes promotores das 

MMPs. Embora o complexo AP-1 desempenhe uma importante função na regulação 

de diversos genes das MMPs, outros fatores também estão envolvidos. Em alguns 

casos, um sinal pode coordenadamente regular alguns genes de MMPs e 

diferencialmente regular outros, como acontece com o TGB-β, retinóides e 

glicocorticóides (Benbow; Brinckerhoff, 1997). Existem também evidências que 

sugerem que membros ou grupos da família das MMPs são regulados 

independentemente (Brown et al., 1990; Vincenti et al., 1998). 

Tradicionalmente, a função biológica das MMPs têm sido associada a 

degradação e turnover da maioria dos componentes da MEC. Este equívoco 

funcional tem sido utilizado por anos para explicar o envolvimento das MMPs nos 

processos de desenvolvimento, homeostase e doenças, levando a utilização de 

inibidores de MMPs em testes clínicos para o tratamento do câncer sem sucesso, 

levantando a questão se elas realmente podem ser alvos terapêuticos. Recentes 

estudos utilizando estudos de degradômica e proteômica em modelos de animais 

knockout para as MMPs tem mudado o dogma sobre as funções das MMPs, tendo 

funções dúbias tanto como protetoras como deletérias para os tecidos dependendo 

do processo biológico envolvido. As MMPs tiveram seus alvos proteolíticos 

específicos ampliados, incluindo outras moléculas da superfície celular e proteínas 
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pericelulares não relacionadas à MEC, atuando assim na regulação do 

comportamento celular em várias vias, principalmente ao nível da sinalização 

celular. Estas incluem outras proteinases, substratos intracelulares, inibidores de 

proteinases, moléculas quimiotáticas, fatores de crescimento latentes (pró-TGF-β, 

entre outros), proteínas ligadas a fatores de crescimento, receptores ancorados à 

membrana plasmática (integrinas, CD44, etc) e moléculas de adesão célula-célula e 

célula-matriz (Bauvois, 2012; Butler; Overall, 2009; Lopez-Otin et al., 2009; 

Mannello; Medda, 2012; Rodriguez et al., 2010).  

A maioria das MMPs ocupa papel central em condições fisiológicas normais 

(tais como diferenciação de células-tronco, proliferação, mobilidade celular, 

remodelação, cicatrização, angiogênese e apoptose) (Malemud, 2006; Mannello et 

al., 2005; Mannello et al., 2006) e a perda do balanço entre as MMPs e seus 

inibidores tem implicado em várias condições patológicas (tais como invasão 

tumoral, fibrose, etc) através de diferentes mecanismos, principalmente ligados a 

destruição tecidual, fibrose e alteração da composição da MEC (Gialeli et al., 2011; 

Kessenbrock et al., 2010; Malemud, 2006). A superexpressão das MMPs em uma 

grande variedade de tumores malignos têm sido correlacionada à agressividade 

tumoral, estadiamento e fator prognóstico (Kessenbrock et al., 2010). 

Poucos trabalhos avaliaram a presença e funcão das MMPs, TIMPs e RECK 

nas MSCs. Song e colaboradores (2006) relataram que MSCs secretam MMP-2 e 

não MMP-9. As MMP-14 (Son BR et al 2006) e MMP-2 (De Becker et al 2007) foram 

detectadas na migração destas células. RECK e MMP-14 foram identificados como 

importantes na migração de células-tronco hematopoiéticas (Golan et al 2011). A 

TIMP-3 regula a proliferação de HSC e parece ser importante para a manutenção do 

nicho destas células na medula óssea (Shen Y et al 2010; Nakajima H et al 2010). 

É bastante conhecido que as MMPs e TIMPs são expressas por células da 

polpa dentária sadia: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-13, MMP-15, MMP-16, 

MMP-17, MMP-12 e TIMPs 1 a 4 (Sulkala et al 2004). Dentre elas, a MMP-13 é 

altamente expressa e considerada a collagenase mais importante do tecido pulpar 

(Palosaari et al. 2003, Sulkala et al. 2004). Suri e colaboradores (2008), utilizando 

células humanas da polpa dentária, demonstraram um aumento significativo dos 

níveis de MMP-13 que coincidia com o pico de atividade da fosfatase alcalina, 

desencadeando a mineralização. Além disso, estes autores sugerem que a MMP-13 

pode ser uma marcador de diferenciação da transição destas células em células 
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tipo-odontoblasto e tipo-osteoblasto (Tuckermann et al 2000). A MMP-13 também 

induz a expressão do receptor Toll-like-9 em MSCs (Nurmenniemi et al. 2010). No 

entanto, especificamente não se conhece o perfil de expressão das MMPs e TIMPs 

nas DPSCs. 

 

 

2.2.2 Inibidores das MMPs 

 

 

O balanço entre as MMPs e seus inibidores é um pré-requisito necessário 

para o funcionamento de eventos fisiopatológicos envolvendo a remodelação da 

MEC (desenvolvimento, morfogênese, remodelação tecidual, inflamação, doenças 

degenerativas, crescimento tumoral, invasão e metástase) (Hadler-Olsen et al., 

2011). 

As MMPs podem ser inibidas reversivelmente por seus inibidores fisiológicos 

(TIMPs) (Bauer et al., 1975), irreversivelmente pela α2-macroglobulina (serina 

proteinase que é a maior inibidora das MMPs do plasma sanguíneo) (Sottrup-

Jensen; Birkedal-Hansen, 1989), pela PZP (pregnancy zone protein) (Arbelaez; 

Stigbrand, 1997) (Arbeláez et al., 1997), pelo domínio NC1 (produto da clivagem da 

extremidade C-terminal do colágeno tipo IV) (Netzer et al., 1998), pela TFPI-2 (tissue 

factor pathway inhibitor 2) (Herman et al., 2001), pela CT-PCPE (carboxy-terminal 

fragment of procollagen carboxy-terminal proteinase enhancer), que apresenta um 

segmento C-terminal, que tem atividade inibidora de MMPs, com similaridades 

estruturais com o domínio N-terminal das TIMPs (Mott et al., 2000), pela proteína 

precursora da β-amilóide ligada a membrana (Miyazaki et al., 1993), pela 

trombospondina-2 (Yang et al., 2001) e pela glicoproteína RECK que é o único 

inibidor das MMPs ancorado à membrana plasmática (Takahashi et al., 1998) . 

 

 

2.2.2.1 Inibidores Teciduais das MMPs (TIMPs) 

 

 

As TIMPs são conhecidas como sendo os inibidores fisiológicos de todos os 

membros da família das MMPs (TIMPs 1-4). Estas apresentam de 37-51% de 
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homologia na seqüência primária, mas exibem distintos perfis estruturais, 

propriedades bioquímicas e padrões de expressão (Quadro 2.3). As TIMPs são 

proteínas secretadas, mas podem ser encontradas na superfície celular associadas 

a proteínas de membrana ou associadas a moléculas da MEC (Pavloff et al., 1992).  

Além de sua função de inibidores das MMPs, as TIMPs exercem diversas atividades 

biológicas independentes das funções de inibidores das MMPs, tais como 

modulaçãoo da proliferação celular, migraçãoo e invasão, anti-angiogênicas e 

plasticidade sináptica. Estas funções podem ser originadas do processo de inibição 

das MMPs, como a regulação do catabolismo da MEC pode influenciar o 

comportamento celular, mas, a maioria deles, tem sido observados de forma 

independente, através da interação direta com receptores da superfície celular 

específicos que induzem respotas celulares (Stetler-Stevenson, 2008). Os animais 

que não possuem os genes das TIMPs são viáveis, apresentando alterações em 

diversos órgãos (Brew; Nagase, 2010). Animais mutantes para TIMP-2 não 

apresentam anormalidades anatômicas ou microscópicas e não perderam a 

capacidade reprodutiva, entretanto a ativação da pró-MMP-2 foi muito comprometida 

(Caterina et al., 2000), indicando que a sua função fisiológica especializada é a 

ativação da MMP-2 (Wang; keiser, 2000), já que estes animais apresentaram o 

mesmo fenótipo dos animais mutantes para a MMP-2 (Hayashi et al., 1997). 

 

 

2.2.2.2 Inibidor das MMPs Ancorado a Membrana Celular (RECK) 

 

 

O gene RECK foi inicialmente identificado pela capacidade de induzir a 

reversão fenotípica de uma linhagem de fibroblastos de camundongo (NIH-3T3) 

transformada pelo oncogene RAS ativado (transformação v-Ki-RAS) (Takahashi et 

al., 1998). Este gene é altamente expresso em diversos órgãos humanos e em 

camundongos, mas baixa ou indetectável expressão em linhagens celulares 

tumorais, além de poder ser regulado negativamente por diversos oncogenes, 

incluindo o Ras e myc (Sasahara et al., 1999a; Sasahara et al., 1999; Takahashi et 

al., 1998). 
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 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 

Peso Molecular (kDa) 28 21 24/27 22 

Locais de N-glicosilação 2 - Parcial - 

Localização da Proteína Solúvel na MEC Solúvel na MEC e Superfície 
Celular 

Insolúvel na MEC Solúvel na MEC e 
Superfície Celular 

Associação com pró-
MMPs 

Pró-MMP-9 Pró-MMP-2 Pró-MMP-9/ Pró-MMP-2 Pró-MMP-2 

MMPs inibidas MMP-9 Todas Todas Maioria 

MMPs fracamente inibidas MMP-14 
MMP-16 
MMP-19 
MMP-24 

- - - 

Proliferação Celular  Precursores Eritrocitários 

 Células Tumorais 

 Precursores Eritrocitários 

 Células Tumorais 

 Fibroblastos 

 Células de Músculo Liso 

 Células Endoteliais 

 Células de Músculo Liso e 
Células Tumorais* 

 Células Tumorais de 
Mama 

 Células Tumorais de 
Wilm 

Apoptose  Células do Linfoma de 
Burkitt 

 Células Tumorais Cólon-
retais 

 Melanoma 

 Células de Músculo Liso 

 Células Tumorais 

 Células do Epitélio Pigmentado 
da Retina 

 Fibroblastos 
Cardíacos 

Angiogênese Tumoral  Mama 

 Fígado 

 Melanoma 

 Mama 

 Melanoma - 

Angiogênese em colágeno 
3D/gel de fibrina 

Sem efeito Inibe Inibe Inibe 

Efeitos Tumorigênicos Inibe Inibe Inibe Inibe 

Efeitos Metastásicos Estimula - - Estimula 

Fonte: Apte et al. (1995); Sato et al. (1996); Will et al. (1996); Bigg et al. (1997); Liu et al. (1997); Baker et al. (2002); Chirco et al. (2006); Brew ; Nagase 
(2010) 

 

Quadro 2.3 Classificação, propriedades bioquímicas e atuações biológicas das TIMPs. 
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RECK é um inibidor exclusivo das MMPs -2 (Takahashi et al., 1998) -9 (Oh et 

al., 2001a; Sasahara et al., 2002; Takagi et al., 2009) e MMP-14 (Oh et al., 2001; 

Sasahara et al., 2002) e, aparentemente, da MMP-7 (Omura et al., 2009)  in vitro e in 

vivo. O exato mecanismo molecular envolvido na regulação da secreção das MMPs 

e/ou da regulação da atividade enzimática por RECK ainda permanecem sem 

resposta, mas interações diretas proteína-proteína são requeridas, entretanto a 

estequiometria envolvida nestes eventos é desconhecida. Camundongos knockout 

para RECK (RECK-/- e RECK+/-) demonstraram que a maioria dos embriões 

homozigotos para a deleção morreram aos 10,5 dias de vida intra-uterina (E10,5) e o 

restante não ultrapassou os 11,5 dias de vida (E11,5). A análise histológica revelou 

que os tecidos mesenquimais apresentaram severo desarranjo na arquitetura 

tecidual, anormal organogênese principalmente ao nível da angiogênese, pois o 

sistema vascular foi formado, mas as células endoteliais não eram capazes de 

formar túbulos.  

Além disso, estes animais apresentaram altos níveis de MMP-2 ativa, 

entretanto, a pró-MMP-9 não foi detectada, e intensa degradação da MEC, 

principalmente na redução significativa de colágeno tipo I, comparado aos níveis em 

mutantes heterozigotos ou em indivíduos normais. Camundongos com dupla 

deleção para RECK/MMP-2 (MMP-2-/- e RECK-/-) sobreviveram 1 dia a mais que os 

animais RECK-/-e apresentaram perfil anatômico e histológico parecidos, mas menos 

severos. 

Com isso, muitas evidências sugerem que a desregulação das MMPs pode 

ter colaborado, em grande parte, para o fenótipo encontrado em camundongos 

RECK-/-. Em camundongos normais (E10,5), RECK foi detectado em células ao 

redor de vasos sanguíneos (mais em células murais do que em células endoteliais), 

alta expressão ao redor do tubo neural e moderada no mesênquima e nos somitos, 

justamente no tecidos mais afetados nos animais RECK-/- (Oh et al., 2001).  

A descoberta de que o colágeno tipo I é a proteína mais afetada em animais 

RECK-/- e que camundongos homozigotos mutantes para o gene do colágeno α1(I) 

também morrem in utero pela ruptura de grandes vasos sanguíneos (Lohler et al., 

1984), sugere que RECK pode ser um regulador da remodelação da MEC através 

do controle da via de sinalização de Ras. Camundongos knockout para GAP, um 

regulador negativo de Ras, apresentam defeitos similares durante a angiogênese 

embrionária (Henkemeyer et al., 1995).  
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2.3 INTERFACE MATRIZ EXTRACELULAR-CÉLULA 

 

 

2.3.1 Cavéola e Caveolinas 

 

 

A cavéola é um microdomínio de membrana, em forma de ômega (Ω), 

caracterizada por invaginações de aproximadamente, 50-100 nm presentes na 

membrana plasmática (Figura 2.2) (Palade, 1953; Yamada, 2001). Esta localizada 

em uma região rica em colesterol e esfingolipídios conhecida como jangada lipídica 

(“lipid rafts”) (Simons;Toomre, 2000). Cavéolas são visualizadas através de 

microscopia eletrônica de transmissão e podem ser encontradas sozinhas ou em 

complexos abrigando várias cavéolas, formando uma estrutura que lembra um 

“cacho ou uma rosa” (“rosetta-like”) (Figura 2.3) (Dvorak, Feng, 2001; Fang et al., 

2006; Pelkmans et al., 2001; Stahlhut; Van, 2000; van et al., 2003). Esta estrutura é 

encontrada em diferentes proporções em diversos tipos celulares, sendo mais 

evidente em adipócitos, células epiteliais, endoteliais, pneumócitos tipo I, células 

musculares e fibroblastos (Chidlow, Jr.; Sessa, 2010), porém, aparentemente, 

ausentes em hemácias, plaquetas e linfócitos (Echarri et al., 2012). Desde de a sua 

descoberta, esta região especializada da jangada lipídica vem sendo relacionada a 

diversos mecanismos celulares importantes, tais como a endocitose, transcitose, 

pinocitose, sinalização de cálcio, sinalização celular, metabolismo de lipídios, 

crescimento celular e na apoptose. O principal componente estrutural da cavéola é 

uma proteína integral de membrana conhecida como caveolina (Kurzchalia et al., 

1992; Rothberg et al., 1992).  

Em mamíferos são encontrados três genes de caveolina: Caveolina-1 (Cav-1), 

Caveolina-2 (Cav-2) e Caveolina-3 (Cav-3) (Echarri et al., 2012; Williams; Lisanti, 

2004). Cav-1 é expressa em diversos tipos celulares, mas em evidência em 

adipócitos, fibroblastos, pneumócitos, células epiteliais e endoteliais, neurônio e 

células da glia e células do músculo liso (Cohen et al., 2003). Normalmente, Cav-2 é 

co-expressa com Cav-1 (Scherer et al., 1995). Cav-3 é expressa em tecido muscular 

esquelético e músculo cardíaco e co-expressa com Cav-1 em células do músculo 
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liso (Song et al., 1996; Williams; Lisanti, 2004; Yamagushi; Yoshida, 2012). A Cav-1 

é a mais abundante e é apontada como a principal responsável pela formação da 

estrutura caveolar (Jin et al., 2011).  

A Cav-1 é uma proteína integral de membrana de 21-24 kDa, possui um 

ancoramento incomum na face interna da membrana plasmática onde as 

extremidades amino-terminal e carboxiterminal estão voltados ao citoplasma e são 

ancoradas através de ganchos hidrofóbicos formados por 33 aminoácidos (Murata et 

al., 1995). Cav-1 é sintetizada no retículo endoplasmático, transportadas ao 

complexo de Golgi, onde é secretada como oligômero e se associa aos 

glicoesfingolipídios e colesterol e, finalmente, direcionados à membrana plasmática 

onde iram se fundir (Fra et al., 1995; Pol et al., 2005). Esta proteína está na interface 

entre os sinais vindos da matriz extracelular (MEC) e o estímulo ou repressão 

desencadeados intracelularmente, sendo um importante centro de sinalização para o 

óxido nítrico (NO), cálcio, GTPases, proteína quinase C, H-Ras, receptores 

acoplados a proteína G e proteínas tirosina quinase e não-tirosina quinase ou como 

porta de entrada de vírus. Atua também na internalização de diversas proteínas, 

toxina colérica, proteínas ancoradas a superfície celular via GPI 

(glicosilfosfatidilinositol), receptor de endotelina e de fatores de crescimento (por 

exemplo, IGF, EGF, TGF-, VEGF e BMPs) (Chen, 2009; Chidlow, Jr. Sessa, 2010; 

Lajoie et al., 2009). 

Muitas disfunções fisiológicas têm sido observadas em animais com deleção do 

gene da Cav-1 em diversos órgãos e tecidos diferentes, sendo a ausência da 

estrutura caveolar a característica comum em todos os casos. Além disso, a 

diminuição na expressão das proteínas GPI ancoradas e c-Src tirosina quinase 

também foram observadas (Sotgia et al., 2005). No tecido adiposo, a sua ausência 

causa defeitos na homeostase lipídica, acarretando resistência à obesidade induzida 

por dieta e possuem, ainda, diminuição na capacidade de eliminar os lipídios, 

demonstrando um quadro hipertrigliceridêmico (Razani; Lisanti 2001). 
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Figura 2.3 Representação esquemática da cavéola ao nível da membrana plasmática. (A) da 

esquerda para a direita, proteína caveolina ancorada na membrana plasmática: formação 
da estrutura caveolar; “cluster “de cavéola; formação de estrutura “rosetta-like”; endocitose 
da cavéola e formação do caveossomo (adaptado de Echari e Del Pozo, 2012). (B) 
Topologia da proteína caveolina ancorada na membrana plasmática. Dímero de Cav-1 
demonstrando em vermelho o domínio de ancoramento , em preto as extremidades N-
terminal e C-terminal; A membrana plasmática em cinza escuro e em cinza claro 
Colesterol e esfingolipideos (adaptado de Hnasko; Lisanti 2003). (C) Detalhe do 
ancoramento da caveolina (adaptado de Parton et al., 2006). 

 

 

Além disso, níveis elevados de cálcio na urina e presença de cálculos renais são 

observados devido a diminuição da reabsorção tubular (Cao et al., 2003). No 

coração, a falta de Cav- 1 resulta em hipertrofia cardíaca e a atividade da eNOS 

(“endothelial nitric oxide synthase”) não responde a sinais de regulação negativos, 

acarretando em seu acúmulo intracelular (Cohen et al., 2003). Além disso, 

hiperproliferação de células endoteliais e anormalidades vasculares foram também 

observadas (Razani;Lisanti, 2001). No tecido ósseo tanto a cavéola quanto a Cav-1 

tem sido descritas em osteoblastos (Lofthouse et al., 2001; Solomon et al., 2000a; 

Solomon et al., 2000b), condrócitos (Boyan et al., 2006; Hollins et al., 2002; Schwab 

et al., 1999a; Schwab et al., 1999b; Schwab et al., 2001) e animais Cav-1(-/-) 

apresentam aumento da densidade óssea (Rubin et al., 2007) e em casos de 

osteoartrite o aumento da expressão de Cav-1 leva a senescência destas células 

(Yudoh et al., 2009). No cérebro, a perda da expressão da Cav-1 leva a aceleração 
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da neurodegeneração e é um novo modelo não-mutacional de estudo do mal de 

Alzheimer (Head et al., 2010) 

A função da Cav-1 em células-tronco parece estar associada tanto na 

manutenção de seu estado indiferenciado (“self-renewal”) quanto na proliferação e 

migração (Lee et al., 2009; Lee, SH et al., 2010; Park et al., 2009a; Park et al., 

2009b; Park et al., 2011). Lee e et al (2010) demonstraram que Cav-1 é importante 

para a eficiência da manutenção do estado de indiferenciado e na regulação da 

expressão de proteínas reguladoras do ciclo celular de células-tronco embrionárias 

de camundongos (Lee MY, 2010). Cav-1 é importante na promoção de diferenciação 

de células-tronco neurais em células astrogliais devido a regulação da expressão de 

Notch e Hes1, proteínas importantes para proliferação e inibição da diferenciação de 

células-tronco neurais (Li et al., 2011). Corroborando com a primeira hipótese, 

estudos demonstraram: (I) que a deficiência da Cav-1 aumenta a população de 

células-tronco na mama (Sotgia et al., 2005); (II) causa hiperproliferação de células-

tronco da cripta intestinal (Li et al., 2005); e (III) que células-tronco-mesenquimais 

originárias da medula óssea de ratos com deleção do gene da Cav-1 apresentaram 

retardamento na diferenciação adipogênica e osteogênica (Case et al., 2010). Por 

outro lado, o excesso de Cav-1 leva ao aceleramento da senescência celular (Park 

et al., 2005; Volonte et al., 2002). Estes trabalhos têm em comum a descrição da 

participação da Cav-1 nas vias de sinalização de Notch, integrinas, Wnt-catenina, 

MAPKs e Ras.  

As DPSCs vem sendo amplamente estudadas nos últimos anos, 

principalmente, para a regeneração óssea (Seong et al., 2010) e dentária 

(Casagrande et al., 2011). Entretanto, a função da Cav-1 no comportamento das 

DPSCs ainda é desconhecida. 

Cavéola é microdominio de membrana, atuando como uma plataforma de 

comunicação, atraindo e regulando proteínas de sinalização através da capacidade 

de interação entre estas proteínas e Cav-1 (Cohen et al., 2004; Inokuchi, 2006; 

Parton et al., 2006). A proteína Cav-1 foi co-localizada com a EMMPRIN/CD147, 

atuando como um regulador negativo da sinalização de EMMPRIN/CD147 (Schwab 

et al., 2007a). Cav-1 vem sendo relacionada com algumas MMPs, exercendo uma 

regulação negativa na expressão da MMP-1 via inibição da sinalização do gene 

Erk1/2 e Ets1 (Haines et al., 2011) e na formação do “cluster” de EMMPRIN/CD147 

em células de fibroblastos humano em cultura primária (Tang; Hemler, 2004). A 
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EMMPRIN/CD147 foi encontrada nas jangadas lipídicas, co-localizada com Cav-1 e 

a secreção das MMPs foram associados a importantes eventos de diferenciação nas 

células epiteliais dentárias (Schwab et al., 2007; Xie et al., 2010). Galvez e et al. 

(2004) demonstraram que a cavéola pode atuar na internalização da MT1-MMP 

(MMP-14), que é importante para a angiogênese entre outras funções (Seiki, 2002). 

Neste contexto, a correlação entre as modificações que ocorrem na MEC 

ocasionadas pelas MMPs (e reguladas por seus inibidores ou ativadores) e seus 

efeitos nas vias de sinalização (que acarretarão alterações no comportamento 

celular) não são conhecidos em células-tronco (tão pouco em DPSCs) e nem de que 

forma isto ocorre ao nível da membrana plasmática (sinalização da MEC para célula 

ou vice-versa) que pode estar sendo controlada nas jangadas lipídicas (cavéola e 

caveolinas). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressão gênica de enzimas 

que remodelam a MEC (metaloproteinases de matriz – MMPs: 15 membros) e seus 

inibidores (inibidores teciduais das metaloproteinases de matriz – TIMPs: 4 membros 

e RECK) e proteína da membrana plasmática (Caveolina-1) durante a diferenciação 

osteogenica in vitro a partir de células-tronco mesenquimais da polpa dentária 

humana (DPSCs). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 COLETA DAS POLPAS DENTÁRIAS 

 

 

Os dentes de adultos humanos utilizados nesta pesquisa foram coletados junto 

a Divisão de Odontologia do Hospital Universitário da Universidade de São Paulo 

(procedimento realizado pelos Cirurgiões Dentistas do programa de residência em 

Cirurgia Buco-Maxilo-facial) (Protocolo do Comitê de Ética do HU/USP aprovado em 

anexo - Registro CEP-HU/USP: 1141/11 – SISNEP CAAE: 0030.0.198.000-11 – 

Anexo A). Dentes saudáveis (sem cárie ou doença periodontal) com indicação de 

remoção cirúrgica (terceiros molares inclusos, semi-inclusos ou erupcionados) foram 

obtidos depois de informado e obtido o consentimento e assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente.  

Os dentes extraídos foram limpos com solução de clorexidina e então é feito 

um corte na junção amelo-cementária (JAC), revelando a cavidade pulpar. A polpa 

foi delicadamente separada da coroa e da raiz dentária e submergida em meio de 

transporte com antibiótico 2X concentrado (α-MEM e antibiótico penicilina 100U/ml e 

estreptomicina 100mg/ml). 

Para os experimentos, nós utilizamos células de 3 pacientes diferentes, 

segundo a Tabela 4.1 

 

Tabela 4.1. Informações sobre os pacientes doadores das polpas dentárias 

utilizadas para o isolamento das DPSCs utilizadas neste trabalho sobre os pacientes 

das DPSCs utilizadas neste trabalho. 

Paciente Idade Sexo Tipo de dente Protocolo de Isolamento 

12 32 anos Masculino 3Molar não-

erupcionado 

Adaptado de Gronthos et 

al 2000 

13 27 anos Masculino 3Molar não-

erupcionado 

Adaptado de Gronthos et 

al 2000 

30 18 anos Feminino 3Molar não-

erupcionado 

Adaptado de Gronthos et 

al 2011 
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4.2 ISOLAMENTO E CULTIVO DE CÉLULAS-TRONCO DE POLPA DENTÁRIA 

HUMANA (DPSCS) 

 

 

As DPSCs foram extraídas segundo adaptação dos protocolo de Gronthos e 

colaboradores (Gronthos et al., 2000; 2011) – capitulo do livro, vc tem o pdf. 

Inicialmente, as polpas foram lavadas com tampão PBSA, dissociadas 

mecanicamente e, posteriormente, os fragmentos celulares foram desagregados 

enzimaticamente, através da incubação em solução de digestão contendo 

Colagenase Tipo I – 3 mg/ml ou 6 mg/mL (17100-017, Gibco) e Dispase 4 mg/ml ou 

8 mg/mL (17105041, lote: 1000230, Gibco) por 1 hora a 37°C em banho-maria com 

agitação em vórtex (a cada 15 min). Após este período, a remoção desta enzimas foi 

realizada por centrifugação (800 rpm por 5 min). O pellet celular formado foi lavado 

com solução salina PBSA e, novamente,  centrifugada a 800 rpm por 5 min. Este, 

então, foi ressuspenso e filtrado em filtro de 70µm (BD Biosciences) para obtenção 

de “single cells”. As células obtidas foram então cultivadas em meio clonogênico (α-

MEM + 2 mM glutamina + 10% soro fetal bovino + 100 µM de L-ácido ascórbico 2-

fosfato + 100 U/ml penicilina + 100 µg/ml de estreptomicina) e mantidas em garrafas 

plásticas aderentes (T25cm²), tendo, assim, uma população heterogênea (não 

enriquecida). Após 48 hr, o meio foi trocado e foi possível a visualização da 

formação de colônias celulares após 3 dias. Após 14-15 dias, estas culturas 

primárias foram tripsinizadas e expandidas até a passagem 4 (P4) para a 

caracterização e realização dos experimentos.  

 

 

4.3 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 

Para a confirmação do fenótipo das DPSCs, foi utilizado o equipamento FACSÁria II 

SORP (“Fluorescente activated cell sorting”, BD). As células na P4 foram 

desagregadas em solução de Versene (EDTA 50 mM, pH 8,0 em PBSA) por 45-60 
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min a temperatura ambiente, sob agitação, e, posteriormente as células 

desagregadas foram centrifugadas em temperatura ambiente, fixadas em 

paraformaldeído a 4% e incubadas com uma solução de bloqueio (5% BSA, 0,01 

TRITON X-100 em PBSA) por 30 min a temperatura ambiente. Após este período, as 

células foram contadas em Câmara de Neubauer e, para cada tubo, utilizamos 1x106 

células. Para a imunofenotipagem utilizamos como marcadores positivos a STRO-1, 

CD90, CD105, CD45, CD29, CD44 e marcadores negativos CD34, CD14, CD31, 

CD15, CD73, IgG1, segundo os parâmetros estabelecidos pela “Internacional 

Society for Cell Therapy” (Dominici et al., 2006) (Quadro 4.1).  

 

 

4.4 CURVA DE PROLIFERAÇÃO 

 

 

As células na P4 foram tripisinizadas e plaqueadas (30.000 células/poço) em 

triplicata em placas de 24 poços, onde as células foram contadas em Câmara de 

Neubauer 24h após o plaquemanento (primeiro ponto – dia 1) e por 10 dias 

consecutivos. 
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Figura 4.1  Coleta, isolamento e caracterização das DPSCs. 

 



 

 

 

 
Anticorpo Marca Código Diluição Anticorpo 

Secundário 
Fluoróforo 
Conjugado 

Tipo Celular Localização Função  

STRO-1 Abcam ab102969 1:100 Anti-mouse 
(FITC ou PE) 

FITC MSC Superfície 
celular 

Seleção de células STRO-1
+
 auxilia 

o isolamento de MSC 

CD90 (Thy-1) BD 561969 1:200 Anti-mouse 
(FITC) - 

FITC HSC, MSC Superfície 
celular 

Proteína pouca ou ausente em 
HSC 

CD105 (endoglina) Abcam Ab2529 1:100 - FITC MSC Superfície 
celular 

Glicoproteína da superfície celular 
que faz parte do complexo do 

receptor de TGF- e altamente 
expressa em células vasculares, 

condrócitos, sinciciotrofoblastos da 
placenta 

CD45 (“leukocyte 
common antigen”) 

BD 340942 1:200  APC Linhagem de 
leucócitos 

Superfície 
celular 

Proteína em leucócitos e seus 
progenitores e ausente em HSC 

CD29 BD 555443 1:200  PE MSC Superfície 
celular 

Unidade de inetegrina 1 

CD44 BD  1:200 - APC HSC, MSC Superfície 
celular 

Molécula de adesão celular 
presente em muitas células 

mesenquimais e em leucócitos em 
desenvolvimento e maduros 

CD34 BD 550761 1:200 - PEA HSC, 
progenitores 
endoteliais , 

células-
tronco 

musculares e 
células 

musculares 
satélite 

Superfície 
celular 

 

CD14 BD 347493 1:200 - FITC Células 
endoteliais 

Superfície 
celular 

Componente do sistema imune 
inato expressa por macrófagos, 
neutrófilos granulócitos e células 

dendríticas 

CD31 (PECAM-1) BD 555445 1:200 - FITC  Superfície 
celular 

Família das imunoglobulinas em 
plaquetas, monócitos, neutrófilos, 

5
1

 



 

 

 

endoteliais  e algumas células T 

CD15 (“Stage-
specific embryonic 
antigen-1”/SSEA-1) 

BD 560997 1:200  - FITC ESC, ECC Superfície 
celular 

Glicoproteína expressa 
especificamente em células no 

inicio do desenvolvimento 
embrionário 

CD73 Abcam Ab54217 1:750 Anti-mouse 
(FITC ou PE) 

- FITC  Superfície 
celular 

Enzima envolvida na diferenciação 
linfocitária e células endoteliais 

IgG1 BD 340755, 1:200 Anti-mouse 
(FITC) -- 

FITC Controle 
negativo 

Superfície 
celular 

Imunoglobulina 

IgG2 BD  1:200 - PEA Controle 
negativo 

Superfície 
celular 

Imunoglobulina 

Cav-1 Cell 
Siganali

ng 

3238 1:100 Anti-rabbit 
(FITC ou PE) 

-PEA  Superfície 
celular e 

intracelular 

 

FAK Abcam Ab40794 1:50 Anti-rabbit 
(FITC ou PE) 

-  Intracelular Proteína tirosina quinase envolvida 
na adesão celular 

EMMPRIN/CD147 Abcam Ab78106 1:50 Anti-rabbit 
(FITC ou PE) 

-  Superfície 
celular 

Família das imunoglobulinas 
envolvido em eventos no 

desenvolvimento e diferenciação 
HSC: células-tronco hematopoiéticas; MSC: células-tronco mesenquimais; ESC: células-tronco embrionárias; ECC: células de carcinoma embrionário. 

 

Quadro 4.1 Descrição dos anticorpos utilizados em citometria de fluxo 

 

5
2
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4.5 INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO CELULAR IN VITRO 

 

 

Para todas as diferenciações, as células foram plaqueadas na densidade 

de 5.000 células/cm2 (placas P60 para RNA, placas de 12 poços para a 

fosfatase alcalina e placas P35 para as colorações) e, estando sub-confluentes 

(cerca de 2-3 dias depois) a indução das diferenciações (osteogênica e 

adipogênica) foram iniciadas utilizando meios de indução específicos 

(osteogênico e adipogênico, respectivamente) (Quadro 4.2). As induções da 

diferenciação foram avaliadas nos períodos experimentais de 1, 7, 14, 21 e 28 

dias. Os meios de indução foram trocados a cada 3-4 dias. 

 

 

Meios de 
Cultura 

Composição 

Osteogênico α-MEM (M0644, Sigma-Aldrich) + 10% Soro Fetal Bovino 
+ 1 µM dexametasona (D2915, Sigma-Aldrich) + 10 mM 
β-glicerofosfato (G9422, Sigma-Aldrich) + 50 µg/mL ácido 
ascórbico (A8960, Sigma-Aldrich) 

Adipogênico α-MEM (M0644, Sigma-Aldrich) + 10% Soro Fetal Bovino 
+ 100 nM dexametasona (D2915, Sigma-Aldrich) + 5 
µg/mL insulina (I1882, Sigma-Aldrich)+ 200 µM 
indometacina (I7378, Sigma-Aldrich) + 100 µg/mL IBMX 
(I7018, Sigma-Aldrich) 

Quadro 4.2 Composição dos meios de cultura de indução das 

diferenciações osteogênica e adipogênica. 

 

 

4.6 COLORAÇÕES 

 

 

Para a verificaçãoo dos nódulos de mineralização extracelulares, 

utilizamos o corante Alizarina vermelha (A5533, Sigma-Aldrich), onde as placas 

P35 foram lavadas com PBSA, fixadas com paraformoldeído 4%, coradas com 

solução de alizarina vermelha a 2%, lavadas novamente com PBA e secas 

para a visualizaçãoo em microscópio óptico. 

Para a verificação das vesículas lipíficas intracelulares, utilizamos o 

corante “Oil Red” (O0625, Sigma-Aldrich), onde as placas P35 foram lavadas 
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com PBSA, fixadas com paraformoldeído 4%, coradas com solução de Oil Red 

2%, lavadas novamente com PBSA e secas para a visualizaçãoo em 

microscópio óptico. Corriga com o protocolo certo 

 

 

4.7 QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA 

 

 

 Utilizamos o kit Labtest (2001 – ref.40) para a quantificação da atividade 

da fosfatase alcalina. Cada poço da placa de 12 poços (triplicata) foi lavado 

com PBSA, lisado com tampão de lise (0,5M Tris pH 9,0, 0,9%NaCl e 1% Triton 

X-100), o sobrenadante centrifugado por 15 min a 12.000g. Incubau-se 5 µl do 

sobrenadante com o 50 µl do Tampão de Reação 1 e 5 µl da solução contendo 

o substrato por 5min em estufa à 37ºC. Em seguida, adicionou-se 200 µl do 

Reagente de Cor (94mM NaCO3 e 250mM NaOH). A absorbância foi lida a 

590nm. 

 

 

4.8 PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR) 

 

 

As amostras da diferenciação osteogênica foram coletas (1, 7, 14, 21 e 

28 dias) e lisadas pelo reagente TRIzol (Invitrogen), segundo recomendações 

do fabricante. Em seguida, o RNA total extraído (1g ou 500 ng) foi tratado com 

DNAse I (Invitrogen) e realizaremos a RT-PCR (oligodT, RNAseOUT e 

SuperScriptIII, Invitrogen). O cDNA sintetizado foi o molde utilizado para a 

reação pelo método do SYBR Green Dye I e a avaliação da expressão gênica 

relativa pelo método de Pfafil (2001), segundo o cálculo: 

 

 

Expressão Relativa =      Eficiência ∆Ct alvo (∆Ct calibradora - ∆Ct amostra) 

       Eficiência ∆Ct normalizador (∆Ct calibradora - ∆Ct amostra) 
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Utilizamos o GAPDH como gene endógeno para a normalização das 

amostras. As amostras calibradoras foram as células-tronco não diferenciadas 

de cada paciente utilizado. As amostras sintetizadas a partir de 1g de RNA 

foram diluídas 1:2 e as amostras sintetizadas a partir de 500 ng de RNA foram 

utilizadas puras. As reações foram realizadas em um volume total de 10 L, 

contendo 1 L de amostra, 10 pmol de cada primer (400 nmol), 5 L de SYBR 

Green Master Mix® (Applied Biosystems) e água q.s.p. As reações foram realizadas 

no equipamento da Applied Biosystems (ABI 7300), a 60C em 40 ciclos. 

Fizemos a avaliação da expressão gênica das MMPs (15 membros), TIMPs (4 

membros), RECK, Cav-1. (Quadro 4.3). Os primers foram desenhados inter-

éxon no software GeneTool 2.0. 

 

 

4.9 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

 

Utilizamos o software GraphPad Prima 6 para a construção dos gráficos 

e análise estatística, onde submetemos os dados ao teste estatístico Two-way 

ANOVA e pós-teste Tukey. o critério de determinação de significância adotado 

foi de 5%, ou seja, quando o valor de p do teste estatístico é menor ou igual a 

0,05 existe significância estatística. 
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Gene-Alvo Número de 
Acesso 

(Pubmed) 

Sequência dos primers (5´- 
3´) 

Amplicon 
(pb) 

MMP-1 NM_002421 F: acacgccagatttgccaaga 
R: cgatgatctcccctgacaaa 

145 

MMP-2 NM_004530 F: ccctcgcaagcccaagtg 
R: ggattcgagaaaaccgcagt 

149 

MMP-3 NM_002422 F: ttgctcagcctatccattgg 
R: ccactgtcctttctcctaac 

132 

MMP-7 NM_002423 F: gcgttcatcctcatcgaagt 
R: tgtatggggaactgctgaca 

151 

MMP-9 NM_004994 F: cagcgccagtccaccctt 
R: cccgagtgtaaccatagcg 

103 

MMP-10 NM_002425 F: gcccagcaatacctagaaaag 
R: cctccagagtgtcagtgtc 

154 

MMP-11 NM_005940 F: ctggcccactgtcacctc 
R: ggctccagcggtgcaatc 

81 

MMP-12 NM_002426 F: gatgcacgcacctcgatgt 
R: tgcgtagtcaacatcctcac 

142 

MMP-13 NM_002427 F: gcgctacctgagatcatact 
R: tcgtcaagtttgccagtcac 

135 

MMP-14/MT1-MMP NM_004995 F: gcagaagttttacggcttgca 
R: tcgaacattggccttgatctc 

100 

MMP-15/MT2-MMP NM_002428 F: cgggaggaagtggaacaac 
R: cagcccaacttctccgtgt 

66 

MMP-16/MT3-MMP NM_005941 F: ggacagaaatggcagcacaa 
R: cggcgaatagctttacgagt 

92 

MMP-17/MT4-MMP NM_016155 F: caccggcatcctggacga 
R: gggagcagcgtggggttt 

56 

MMP-25/MT6-MMP NM_022468 F: agcggcagcgtgtggaag 
R: ccgcacggtctcctggct 

87 

MMP-28 NM_024302 F: ccccaaagctcccacctc 
R: gcagcggggacgagtcat 

124 

TIMP-1 NM_003254 F: ttaggggatgccgctgac 
R: caggtagtgatgtgcaagag 

143 

TIMP-2 NM_003255 F: aggaagtggactctggaaac 
R: gggggccgtgtagataaac 

122 

TIMP-3 NM_000362 F: ttcggcacgctggtctaca 
R: ttggtgaagcctcggtacat 

56 

TIMP-4 NM_003256 F: tcggcacttgtgattcggg 
R: gcattttttcagtgtcagcag 

82 

RECK NM_021111 F: tgcaagcaggcatcttcaaa 
R: accgagcccatttcatttctg 

100 

Caveolina-1 NM_001753 F: ccctaaacacctcaacgatg 
R: gccttccaaatgccgtcaaa 

96 

GAPDH NM_002046 F: gcatcctgggctacactga 
R: ccaccaccctgttgctgta 

162 

 

Quadro 4.3 – Sequências dos primers utilizados em PCR em tempo real e o 

tamanho dos fragmentos amplificados (amplicons). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização das DPSCs isoladas 

 

 

As células isoladas dos 3 pacientes utilizados foram caracterizadas na passagem 

4 e observamos um fase exponencial de proliferação acentuada após o 2 dia de 

contagem celular. As células dos pacientes 12 e 13 foram isolados utilizando a primeira 

metodologia e do paciente 30 com a adaptação das enzimas empregadas. Houve diferença 

estatisticamente significante entre o número de células dos pacientes 12 e 30 (p<0.0001) e 

13 e 30 (p<0.05) do 4 ao 10 dia de proliferação (Figura 5.1). Assim, é possível que a 

diferença de idade dos pacientes analisados pode estar afetando o potencial proliferativo, 

sendo que o paciente é o mais jovem dentre eles. 

 

 

Figura 5.1 Curva de proliferação das DPSCs na passagem 4.  

 

 

Nós encontramos o seguinte perfil de marcadores de membrana celular: (I) 

marcadores positivos, CD29 (11%), CD105 (37,1%), STRO-1 (1,02%), CD44 

(30,8%), CD90 (93%) e CD73 (4,42%) e para marcadores negativos: CD31 

(0,92%), CD34 (2,28%), CD45 (5,20%), CD14 (0,52%) e IgG1 (1,02%), assim 

nós podemos estar trabalhando com células-tronco/progenitores mesenquimais, 

segundo relatado na literatura (Figura 5.2). 
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Figura 5.2 Imunofenotipagem das DPSCs por citometria de fluxo na P4. 
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5.2 POTENCIAL DE DIFERENCIAÇÃO DAS DPSCS ISOLADAS 

 

 

A validação do potencial de diferenciação celulas das DPSCs foi verificado 

apoós a indução das diferenciações osteogênica e adipogênica por colorações 

específicas (alizarina vermelha e “oil red”, respectivamente) Observamos que 

houve um progressivo aumento de coloração ao longo dos períodos 

experimentais (1, 7, 14, 21 e 28 dias). As DPSCs isoladas se diferenciaram em 

tecido ósseo, como observado pela deposição de nódulos de mineralização 

evidenciado pela coloração vermelha (Figura 5.3B) bem como em tecido adiposo 

observado pela presença de vesículas com gotículas lipídicas evidenciado pela 

coloração vermelha (Figura 5.3C). Além disso, nós quantificamos a secreção da 

fosfatase alcalina durante a indução da diferenciação óssea e verificamos que 

houve um aumento do 1 ao 14 dia e diminuição do 14 ao 28 dia, sendo o 

perfil esperado para este tipo de diferenciação (Figura 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3 Fotomicrografias das DPSCs sem diferenciação e após a indução das 

diferenciações óssea e adipogênica (28 dias). (A) Aspecto morfológico 

fibroblastóide das DPSCs. (B) Coloração com alizarina vermelha e detecção de 

nódulos de mineralização em vermelho. (C) Coloração com “Oil Red” e detecção 

de vesículas lipídicas. 
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Figura 5.4 Quantificação da atividade da fosfatase alcalina durante a indução da 

diferenciação óssea em DPSCs. 

 

 

5.3 EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL DURANTE A DIFERENCIAÇÃO 

ÓSSEA 

 

 

Alguns dos genes analisados nas DPSCs não diferenciadas estavam 

expressos ou não (considerando apenas o valor de Ct sem normalização com o 

gene endógeno, sendo negativo quando maior ou igual a 40) (Tabela 5.1). Os 

genes MMP-2, MMP-13, MMP-15, MMP-25, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e 

Caveolina-1 foram expressos em todos os pacientes e estes genes podem estar 

participando de algumas funções relacionadas ao estado indiferenciado das 

DPSCs. 

Dentre estes, a MMP-11 e MMP-16 não foram detectadas em nenhuma das 

células dos 3 pacientes analisados e nem nos períodos de indução da 

diferenciação óssea. 

Os genes das MMP-1, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-12, MMP-15, MMP-

16, MMP-17, MMP-28, TIMP-2 e RECK apresentaram dados divergentes entre 

os 3 pacientes analisados. 
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Durante a indução da diferenciação óssea, nós detectamos que as MMP-2, 

MMP-3, MMP-13, MMP-14, MMP-25, TIMP-3, TIMP-4 e Caveolina-1 tiveram o 

mesmo perfil de expressão nos 3 pacientes analisados, sendo reguladas 

negativamente do 1 ao 21 dia de indução da diferenciação e reguladas 

positivamente no 28 dia (Figura 5.5A, B, C, D, E, G, H e I). A TIMP-1 apresentou 

um perfil diferente, sendo regulada positivamente em todos os períodos 

avaliados (Figura 5.5F).  

 

Tabela 5.1 Dados não normalizados (Ct) para os genes analizados nas DPSCs 

Gene Paciente 12 Paciente 13 Paciente 30 

MMP-1 - - + 

MMP-2 + + + 

MMP-3 - + + 

MMP-7 + + + 

MMP-9 - + - 

MMP-10 - + - 

MMP-11 - - - 

MMP-12 + + - 

MMP-13 + + + 

MMP-14 + - + 

MMP-15 + + + 

MMP-16 - - - 

MMP-17 - - + 

MMP-25 + + + 

MMP-28 - - + 

TIMP-1 + + + 

TIMP-2 + + + 

TIMP-3 + + + 

TIMP-4 + + + 

RECK + + + 

Caveolina-1 + + + 
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Figura 5.5 Expressão gênica diferencial detectada durante a indução da 

diferenciação óssea em DPSCs. Amostra calibradora: DPSC sem diferenciação. 

Gene endógeno: GAPDH. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Este trabalhou revelou a expressão diferencial de MMPs, seus inibidores e 

Caveolina-1 durante a indução da diferenciação óssea in vitro a partir de DPSCs, 

sendo o primeiro relato destas moléculas em DPSCs. 

Nós detectamos a expressão das MMP-2, MMP-7, MMP-13, MMP-15, MMP-

25, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e RECK em todos os pacientes avaliados, as 

MMP-3, MMP-12 e MMP-14 em dois deles, as MMP-1, MMP-9, MMP-10, MMP-17 e 

MMP-28 em apenas um deles e as MMP-11 e MMP-16 não foram detectadas. 

Recentemente, dois trabalhos têm descrito a expressão de MMPs e alta expressão 

de TIMPs em MSCs originadas da medula óssea e tecido muscular e estes autores 

sugerem que estas enzimas e proteínas secretadas sejam importantes para a 

manutenção da integridade do nicho tecidual e manutenção do estado indiferenciado 

destas células (Lozito et al 2009, 2014). Além disso, trabalhos comparando o perfil 

de genes diferencialmente expressos por técnicas diferentes entre DPSCs e SHED 

identificaram que transcritos das MMP-1, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 foram mais 

expressos em SHED do que em DPSCs (Wang X et al 2012) e a TIMP-1 bastante 

expressa em SHED (Abdullah et al 2013). Estes autores sugerem que estas podem 

estar envolvidas com eventos de proliferação e migração celular, mas a função 

destas enzimas e proteínas nas propriedades indiferenciadas das MSCs bem como 

das DPSCs ainda precisa ser elucida.  

As MSCs podem se diferenciar em adipócitos e em um progenitor osteo-

condral. Este progenitor, quando expressa Sox5, 6 e 9, está comprometido com a 

diferenciação condrogênica e, quando expressa os fatores de transcrição Runx2 e 

Osterix, está coprometido com a diferenciação osteogênica. A maturação de uma 

MSC em um osteócito functional é um processo ordenado que consiste de, ao 

menos, cinco etapas: (I) MSC convertida a progenitor osteo-condral (que expressão 

Runx2 e colágeno 2 alfa); (II) comprometimento do progenitor osteo-condral 

(expressa Osterix); (III) expansão do osteoprogenitor e maturação dos osteoblastos 

(expressão osteocalcina e colágeno tipo I); e (IV) apoptose dos osteoblastos 

(Harada; Rodan, 2003; Rodda; McMahon, 2006). Estes marcadores estágio-

específicos são utilizados para determiner o status da diferenciação osteogênica. A 

sinalização celular via Wnt tem sido, cada vez mais, demonstrada ser uma 
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reguladora crucial da diferenciação osteogênica (Tuan, 2004). A inibição da via Wnt 

pode inibir a osteogênese e induzir MSCs a se manterem indiferenciadas (Gregory 

et al 2005) 

A indução da diferenciação osteogênica clássica das MSCs humanas requer 

a incubação de células em monocamada com ácido ascórbico (vitamina C – induz a 

síntese de colágeno tipo I), -glicerofosfato (fonte de fosfato para a mineralização) e 

dexametasona (glicocorticóide sintético envolvido na indução da diferenciação 

osteoblástica), adicionados ao meio contendo soro fetal bovino, resultando no 

aumento da secreção de fosfatase alcalina e deposição de cálcio (Jaiswal et al., 

1997; Pittenger et al., 1999).  

Alguns trabalhos mostraram que o ácido ascórbico em baixas concentrações 

estimula as MMPs e, em altas concentrações, as inibe (Philips N et al 2007). O ácido 

ascórbico aumenta a expressão das MMP-2 e MMP-13 em condrócitos bovinos 

(Ronziere et al 2003), RECK e TIMP-2 durante a indução da diferenciação 

osteoblástica da linhagem pré-osteoblástica de camundongos MC3T3 (Zambuzzi et 

al 2009 – MCB), MMP-1 em células do ligamento periodontal (Shiga et al 2003). De 

forma contrária, a dexametasona diminui ou inibe a expressão de MMP-1, MMP-3, 

MMP-9 e MMP-13 em células do ligamento periodontal humano e isto está 

associado ao aumento da expressão de marcadores da diferenciação osteoblástica: 

Runx2, osteonectina, osteopontina, sialoproteína óssea e colágeno tipo I (Hakki et al 

2009; Hayami et al 2007). A dexametasona suprime a expressão da TIMP-1 em 

células MC3T3 e esta associada a apoptose das células osteoblásticas, não estando 

associada a inibição das MMPs neste processo (Xie H et al 2010) e a também a 

supressão da TIMP-3 em condrócitos articulares humano e bovino (Su S et al 1996). 

Desde a descoberta da MMP-13 em ossos longos de ratos (Walter et al., 

1963), mais da metade dos membros da família das MMPs têm sido demonstrados 

no tecido ósseo em diversas espécies, tais como as colagenases - MMPs -1 

(Cawston; Rowan, 1998) - gelatinases - MMPs -2 (Lefebvre et al., 1991) e -9 

(Reponen et al., 1994) - estromelisinas - MMPs -3 (Keyszer et al., 1998) e -10 (Bord 

et al, 1998) - e MT1-MMP (MMP-14) (Holmbeck et al., 1999), sendo que as MMPs -

9, -13 e -14 são as mais expressas. Além disso, a análise de camundongos 

knockout e modelos de doenças genéticas humanas têm chamado a atenção para a 

importância das MMP-2 (Itoh et al 1997), MMP-9 (Vu et al 1998), MMP-13 (Inada M 

et al 2004; Stickens et al 2004), MMP-14 (Holmbeck et al 2004) e duplo nocaute das 
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MMP-14/MMP-16 (Shi J et al 2008) apresentam muitas naormalidades ósseas. 

Desde a descoberta de que células ósseas secretavam inibidores de colagenases 

(Cawston et al., 1981) e, posteriormente, identificadas como sendo as TIMPs, estas 

foram identificadas em diversas células osteogênicas e condrogênicas. A TIMP mais 

expressa durante o desenvolvimento ósseo é a TIMP-2 (Apte et al., 1997; Blavier e 

DeClerck, 1997). Entretanto, as outras TIMPs também são expressas em elementos 

do esqueleto durante o desenvolvimento em humanos e camundongos (Flenniken e 

Williams, 1990; Meikle et al., 1991; Apte et al., 1994; Rifas et al., 1994; Hammani et 

al., 1996; Blavier e DeClerck, 1997; Zeng et al., 1998; Bord et al., 1999; Su et al., 

1999; Huang et al., 2002; Shen Y et al 2010).  

Algumas hipóteses têm sido propostas para explicar o mecanismo de 

potencial de diferenciação das MSCs. Dennis e colaboradores (1999) sugerem que, 

nas MSCs, existem alguns genes que podem ser expressos e ajustados as várias 

linhagens celulares sob diferentes condicões. Phinney e Prockop (2007) propõem 

que as MSCs são dotadas de proteínas motoras e um arsenal catalítico que são 

capazes de interagir e responder a sinais oriundos da MEC e, então, se 

diferenciarem em estruturas específicas, tais como músculo, osso, cartilage e outros 

tecidos conjuntivos. 

As MMP-1 e MMP-13 são conhecidas por serem secretadas por células 

osteogênicas (Partridge et al., 1996; Varghese; Canalis, 1997) e participarem na 

regulação da diferenciação osteoblástica. Um mecanismo clássico e importante que 

facilita a diferenciação osteoblástica envolve a secreção de colágeno (Andrianarivo 

et al., 1992; Franceschi and Iyer, 1992; Lynch et al., 1995; Mizuno et al., 2000). Os 

efeitos exercidos pelo colágeno e mediado via sinalização pelas integrinas (Globus 

et al., 1995; Jikko et al., 1999; Reyes and Garcia, 2004; Schneider et al., 2001; Xiao 

et al., 1998) ou pela apresentação apropriada de fatores estimulatórios as células 

(Aronow et al., 1990; Beck et al., 1998; Franceschi and Iyer, 1992; Franceschi et al., 

1994; Torii et al., 1994). Diante deste mecanismo, é plausível que o aumento nos 

níveis das MMP-1 e MMP-13, principais colagenases, diminua ou retarde a 

diferenciação osteoblástica pela desregulação no acúmulo de matriz colagênica. A 

regulação da MMP-13 tem sido extensivamente estudada durante a diferenciação 

osteoblástica (D'Alonzo et al., 2002; Jimenez et al., 1999; Johansson et al., 1997; 

Tuckermann et al., 2000; Winchester et al., 1999). Seu promotor contém sítios de 

ligação para Runx2 e é regulado por ele (Jimenez et al., 1999). 
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A verificação da participação das MMP-1 e MMP-13 na modulação da 

diferenciação osteoblástica foi confirmada através da verificação dos marcadores em 

células do ligamento periodontal que superexpressavam estas enzimas, sendo que 

houve uma significante redução dos níveis de transcritos de Runx2, osteonectina, 

osteopontina, osteocalcina e sialoproteína óssea nas células MMP-1+ e apenas o 

fator de transcrição osterix (Osx) nas células MMP-13+ (Hayami T et al 2008 – MB). 

A MMP-2 é expressa em MC3T3 (Thrailkili et al 1995), osteoblastos humanos 

(Meikle et al 1992; 1995; Rifas et al 1989; 1994) e cultura de osteoblastos de 

calvária de camundongos (Kusano K et al 1998). A MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-

1 e TIMP-2 também são conhecidas por modular a osteogênse in vitro e a MMP-14 é 

característica do fenótipo de osteblastos maduros em células de cultura primária de 

ratos (ROB) (Filanti et al 2000). 

Recentemente, Barthelemi e colaboradores (2012) relataram que a 

diferenciação osteoblástica induzida por stress mecânico involve as MMP-2, MMP-

13 e MMP-14. 

Nossos resultados de que as MMP-2, MMP-3, MMP-13 e MMP-14, foram 

regulados negativamente do 1 ao 21 dia de indução da diferenciação e regulados 

positivamente apenas no 28 dia corrobora com o que tem sido relatado na 

literatura, com exceção da MMP-1 que nós não encontramos resultados 

consistentes. Já a MMP-25, TIMP-3 e TIMP-4, nada ou pouco se conhece neste 

processo de diferenciação in vitro. A MMP-25 foi detectada em pacientes com 

osteoartrite, sendo relacionada a remodelação óssea aberrante nesta patologia 

(Kumarasinghe et al 2010). A superexpressão da TIMP-3 na linhagem MC3T3 leva a 

não mineralização da matriz extracelular (Suzuki H et al 2003), sendo um resultado 

contrário ao nosso. 

A função da Caveolina-1 em células-tronco parece estar associada tanto na 

manutenção de seu estado indiferenciado (“self-renewal”) quanto na proliferação e 

migração (Lee IH. et al. 2009; Park et al. 2009; Park et al. 2009;Lee SH. et al. 2010; 

Park et al. 2011). Lee e colaboradores (2010) demonstraram que Cav-1 é importante 

para a eficiência da manutenção do estado de indiferenciado e na regulação da 

expressão de proteínas reguladoras do ciclo celular de células-tronco embrionárias 

de camundongos (Lee MY.et al. 2010). Cav-1 é importante na promoção de 

diferenciação de células-tronco neurais em células astrogliais devido a regulação da 

expressão de Notch e Hes1, proteínas importantes para proliferação e inibição da 
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diferenciação de células-tronco neurais (Li Y. et al. 2011). Corroborando com a 

primeira hipótese, estudos demonstraram: (I) que a deficiência da Cav-1 aumenta a 

população de células-tronco na mama (Sotgia et al 2005); (II) causa 

hiperproliferação de células-tronco da cripta intestinal (Li J. et al. 2005); e (III) que 

células-tronco-mesenquimais originárias da medula óssea de ratos com deleção do 

gene da Cav-1 apresentaram retardamento na diferenciação adipogênica e 

osteogênica (Case et al. 2010). Por outro lado, o excesso de Cav-1 leva ao 

aceleramento da senescência celular (Park et al. 2005;Volonte et al. 2002). Estes 

trabalhos têm em comum a descrição da participação da Cav-1 nas vias de 

sinalização de Notch, integrinas, Wnt-catenina, MAPKs e Ras. Transcritos da 

Caveolina-1 foram regulados positivamente ao longo da indução da diferenciação 

osteogência em BMSCs e que a sua superexpressão nestas células aumenta a 

formação óssea (Baker et al 2012). Nossos resultados corroboram com estes 

resultados, parecendo ser parece o processo de regulacão da Caveolina-1 entre as 

BMSCs e DPSCs. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Desta forma, concluímos que MMPs encontradas bem como a Caveolina-1 e 

as TIMP-3 e TIMP-4 podem estar participando dos dos eventos de diferenciação 

óssea em DPSCs, a TIMP-1 pode estar participando de eventos biológicos 

relacionados as propriedades do estado indiferenciado das DPSCs e da 

diferenciação óssea e que as MMP-11 e MMP-16 não são expressas pelas DPSCs e 

também não estão envolvidas na diferenciação osteogênica.  
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