
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LETÍCIA MIQUELITTO GASPARONI 
 

 
OSTEOGÊNESE IN VITRO A PARTIR DE  

CÉLULAS-TRONCO DA POLPA DENTÁRIA HUMANA: 
 PAPEL DAS METALOPROTEINASES DE MATRIZ 

 E SEUS INIBIDORES 
 
 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Ciências 
Morfofuncionais do Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo, 
para obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 
2016 



	

 
 
 
 
 
 
 
 
 

LETÍCIA MIQUELITTO GASPARONI 
 

 
OSTEOGÊNESE IN VITRO A PARTIR DE  

CÉLULAS-TRONCO DA POLPA DENTÁRIA HUMANA: 
 PAPEL DAS METALOPROTEINASES DE MATRIZ 

 E SEUS INIBIDORES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências Morfofuncionais do 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 
de São Paulo, para obtenção do Título de Mestre 
em Ciências. 

 
Área de concentração: Ciências Morfofuncionais 

 
Orientadora: Profa. Dra. Katiúcia Batista da Silva 
Paiva 
 
Versão original  

 
 

 

 

 

 
São Paulo 

2016 



 

 
DADOS DE CATALOGAÇÃO NA PUBLICAÇÃO (CIP)  

Serviço de Biblioteca e Informação Biomédica do 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

reprodução não autorizada pelo autor 

 
Gasparoni, Letícia Miquelitto. 
    Osteogênese in vitro a partir de células-tronco da polpa dentária 
humana: papel das metaloproteinases de matriz e seus inibidores / 
Letícia Miquelitto Gasparoni. -- São Paulo, 2016. 
 
    Orientador: Profa. Dra. Katiucia Batista da Silva Paiva. 
 
    Dissertação (Mestrado) – Universidade de São Paulo. Instituto de 
Ciências Biomédicas. Departamento de Anatomia. Área de 
concentração: Ciências Morfofuncionais. Linha de pesquisa: 
Bioengenharia e Biotecnologia. 
 
    Versão do título para o inglês: Osteogenesis in vitro from human 
dental pulp stem cells: role matrix metalloproteinases and their inhibitors 
 
1. Células-tronco   2. Matriz extracelular   3. Metaloproteinases   4. 
Inibidores de metaloproteinases de matriz  5. Osteogênese   6. 
Bioengenharia óssea   I. Paiva, Katiucia da Silva  II. Universidade de 
São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas. Programa de Pós-
Graduação em Ciências Morfofuncionais   III. Título. 
 
 

    ICB/SBIB0113/2016 
 



	
 

 UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

 INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

________________________________________________________________________________________________________ 

 

Candidato(a): Letícia Miquelitto Gasparoni. 

Título da Dissertação: Osteogênese in vitro a partir de células- tronco da polpa dentária  

 humana: papel das metaloproteinases de matriz e seus inibidores.  

Orientador(a): Profa. Dra. Katiucia Batista da Silva Paiva. 

 A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertação de Mestrado, 
 em sessão pública realizada a .............../................./................., considerou 

 (  ) Aprovado(a)                (  ) Reprovado(a) 

Examinador(a): Assinatura: ............................................................................................ 

 Nome: ................................................................................................... 

 Instituição: ............................................................................................. 

Examinador(a): Assinatura: ............................................................................................ 

 Nome: ................................................................................................... 

 Instituição: ............................................................................................. 

Presidente: Assinatura: ............................................................................................ 

 Nome: .................................................................................................. 

 Instituição: ............................................................................................. 



 

 



 

 



 

 

 



 

 



 

 

 



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Aparecida e Paulo, que 
sempre incentivaram a busca pelo 
conhecimento. 

Às minhas irmãs, Jéssica e Verônica, de 
quem tenho tanto orgulho. 

Ao meu esposo, Vinícius, pela cumplicidade e 
por me tornar uma pessoa melhor a cada dia. 

Amo vocês! 



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 
 

A Deus, em primeiro lugar, pela minha família, pelo meu trabalho e pela Sua 

presença em minha vida. 

Ao meu querido pai, Paulo, que é minha inspiração de que com trabalho 

árduo e honestidade qualquer um pode vencer na vida. Agradeço por tudo que hoje 

sou e pelos valores que aprendi com você. Sua simplicidade e paciência são 

virtudes nas quais quero sempre me espelhar. 

À minha querida mãe, Aparecida, quem me educou, acreditou no meu 

potencial, apoiou e incentivou minhas escolhas. Você é uma grande vencedora, 

nunca mediu esforços para que eu ou minhas irmãs fossemos atrás dos nossos 

sonhos. Grande visionária e com um coração que não cabe no peito. Sua fé, garra e 

dedicação fazem-me ter orgulho de ser sua filha. 

À minha querida irmã, Jéssica, se eu pudesse resumir você uma palavra 

seria: determinação. Você é obstinada e não desiste do que quer. Sabe se impor 

como ninguém, é uma pessoa maravilhosa e merece tudo de melhor. Te admiro 

muito! 

À minha querida irmã, Verônica, não há problemas nem dificuldades que te 

façam desistir. Você luta pelo o que acredita e é com admiração que olho para a sua 

forma de encarar a vida. Tenho orgulho de ser sua irmã! 

Ao meu esposo, Vinícius, por saber que tenho em você a minha paz e 

tranquilidade. Por estar comigo em todos os momentos e apoiar o que é importante 

para mim. Sou muito feliz por você existir na minha vida. 

Ao Rocky, por toda alegria que você me dá. 

Nossa família é tudo para mim! 

 

 

 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 
 

À Universidade de São Paulo (USP), instituição que me permitiu conhecer 

pessoas maravilhosas. 

Ao Instituto de Ciências Biomédicas (ICB), em nome do diretor Prof. Dr. 
Jackson Cioni Bittencourt. 

Ao Departamento de Anatomia da USP, na pessoa do seu chefe Prof. Dr. 
Anselmo Sigari Moriscot. 

À Profa. Dra. Elen Haruka Miyabara, coordenadora do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Morfofuncionais. 

À Profa. Dra. Katiúcia Batista da Silva Paiva, minha orientadora e 

coordenadora do Laboratório de Biologia da Matriz Extracelular e Interação Celular 

(LabMec), por ter me dado um voto de confiança ao permitir que eu fizesse parte de 

seu grupo de pesquisa. Deixo aqui minha gratidão pelos ensinamentos. 

Aos colegas do LabMec: Cristiane Fernandes Bronzeri, Diego Garcia 
Miranda, Tayná Brunheroto Contessoto, Letícia Marinho Silva Rocha, Ricardo 
The Chen, Alef de Campos Silva e Leonardo Braun Galvão Máximo Dias pela 

convivência e colaboração na realização desse trabalho. Somos um grupo! 

Ao Prof. Dr. Jarbas Arruda Bauer, vulgo “Tio Bauer”, grande inspirador e 

exemplo a ser seguido, com quem tive o privilégio de conviver durante a Disciplina 

Conceitos, Métodos e Diagnósticos em Biologia Tecidual. 

Aos professores do Departamento de Anatomia, Profa. Dra. Maria Luiza 
Morais Barreto de Chaves, Profa. Dra. Cecília Helena de Azevedo Gouveia 
Ferreira, Profa. Dra. Claudimara Ferini Pacicco Lotfi, Profa. Dra. Elen Haruka 
Miyabara, Profa. Dra. Camila Squarzoni Dale e Prof. Dr. Jackson Cioni 
Bittencourt por gentilmente disponibilizarem o uso equipamentos em seus 

laboratórios de pesquisa e aos alunos e técnicos desses laboratórios por toda ajuda.

 Ao Prof. Dr. Ii-Sei Watanabe, por todo o apoio durante a microscopia 

eletrônica de varredura e de transmissão. 

Às técnicas Marta Maria da Silva Righetti e Sônia Regina Yokomizo de 
Almeida do Laboratório Multiusuário de Histologia e Microscopia Eletrônica do ICB, 

por toda a assistência e companhia. Agradeço também ao Sebastião Boleta. 



	

À Profa. Dra. Cecília Helena de Azevedo Gouveia Ferreira, Profa. Dra. 
Maria Fernanda Forni e Profa. Dra. Marina Trombetta Lima pelas importantes 

sugestões dadas à essa pesquisa durante o exame de qualificação.  

À Profa. Dra. Maria Fernanda Setúbal Destro Rodrigues e à Rosana 
Duarte Prisco pelo amparo na análise estatística. 

Ao Prof. Marco Túlio de Souza, coordenador da especialização em 

Periodontia da São Leopoldo Mandic/MG e Prof. Leandro Stecca, meu professor de 

Periodontia da graduação, por me incentivarem a fazer o Mestrado. 

Ao Departamento de Bioquímica do Instituto de Química da USP (IQ), em 

especial à Profa. Dra. Leticia Labriola, do Laboratório de Mecanismos Moleculares 

de Citoproteção (LMMC), gostaria de agradecer pelo espaço cedido em seu 

laboratório, onde eu pude iniciar os experimentos antes da mudança para o 

Departamento de Anatomia. Às alunas do LMMC: Dra. Letícia Ferreira Terra, 
Ancély Ferreira dos Santos, Rosangela Aparecida Wailemann Manzano e Talita 
Cristina Oliveira por toda ajuda e à técnica Sandra Regina de Souza. 

Ao Prof. Dr. Pio Colepicolo Neto, do Laboratório de Bioquímica e Biologia 

Molecular de Algas: Biotecnologia, Ambiental e Aplicações, por compartilhar seu 

espaço e equipamentos. Sempre fui muito bem recebida em seu laboratório. 

Gostaria de agradecer também ao técnico Leonardo Zambotti Villela, pelo apoio. 

Ao Núcleo de Terapia Celular e Molecular (Nucel), em nome da Profa. Dra. 
Mari Cleide Sogayar, em especial aos seus alunos Dr. Carlos Pereira, Gabriel 
Levin e Túlio Pereira, pela assistência no uso do Citômetro de Fluxo. 

À técnica Elisa dos Santos, do Departamento de Estomatologia, da 

Faculdade de Odontologia da USP (FOUSP), pela prontidão. 

Ao Programa de Residência em Cirurgia e Traumatologia 
Bucomaxilofacial - Divisão de Odontologia do Hospital Universitário da USP, 

onde coletamos as polpas dentárias usadas nesse projeto. 

Aos funcionários da USP: da limpeza (em especial à Osmara Oliveira), da 

portaria (Adonil de Almeida, Agnaldo da Silva, Cícero Pereira, José Carlos 
Gonçalves, Marcelo Guedes e Mário Augusto), da secretaria, da biblioteca da 

FOUSP e do ICB (em especial à Tereza Cristina Soutto Mayor), do biotério do IQ 

(Silvânia Neves, Flávia Ong e José Galeote). A todos, meu sincero muito obrigada!  

À FAPESP, por acreditar na importância desse projeto e pelo apoio financeiro 

que permitiu minha dedicação exclusiva à pesquisa durante esse período.



Este trabalho teve o apoio financeiro da FAPESP 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

Processo n° 2014/1395-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



EPÍGRAFE 

 



RESUMO 

 
Gasparoni LM. Osteogênese in vitro a partir de células-tronco da polpa dentária 
humana: papel das metaloproteinases de matriz e seus inibidores [Dissertação 
(Mestrado em Ciências Morfofuncionais)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2016. 
 
Perdas ósseas decorrentes de lesões e traumas tem se tornado um problema de 
saúde pública em todo o mundo e ainda não existem substitutos ósseos ideais para 
o reparo ósseo. A bioengenharia óssea surge como uma nova alternativa às terapias 
convencionais e está baseada em três pilares: células, biomateriais e moléculas 
sinalizadoras. As células-tronco mesenquimais (MSCs) já foram isoladas de diversos 
órgãos e tecidos humanos e as células-tronco da polpa dentária (DPSCs) têm se 
tornado atrativas devido ao seu potencial osteogênico expressivo. Já se sabe que as 
MSCs secretam diversos fatores, moléculas da matriz extracelular (MEC) e vesículas 
extracelulares que carreiam informações para a comunicação celular. A 
remodelação da MEC ocorre pelo balanço entre enzimas proteolíticas 
(metaloproteinases de matriz/MMPs), e seus inibidores (TIMPs e RECK) e são 
cruciais em diversos processos celulares. Pouco se sabe sobre a função do eixo 
MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja na manutenção do fenótipo 
indiferenciado ou na diferenciação osteogênica in vitro. Assim, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar o perfil de expressão das MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs bem 
como durante a indução da osteogênese in vitro. As DPSCs foram isoladas a partir 
de polpas dentárias saudáveis e expandidas, para a (I) caracterização do fenótipo 
mesenquimal (imunofenotipagem, curva de proliferação e tempo de dobramento 
populacional, viabilidade celular, senescência, formação de colônia, microscopia 
eletrônica de transmissão/MET e indução da diferenciação adipogênica), (II) perfil de 
expressão do Colágeno tipo I/Col I, MMPs/TIMPs/RECK por imunofluorescência (IF), 
(III) caracterização dos biomarcadores da osteogênese após a indução da 
diferenciação in vitro por 35 dias (MET, quantificação da atividade da fosfatase 
alcalina, expressão gênica e IF de Col I e mineralização por alizarina vermelha) e 
(IV) perfil de expressão gênica e protéica das MMPs/TIMPs/RECK. As DPSCs 
apresentaram positividade para os marcadores de superfície celular característicos 
de MSCs, alta taxa proliferativa, metabolismo celular adequado ao seu status 
celular, potencial clonogênico em baixa densidade, citoplasma contendo 
mitocôndrias alongadas e retículo endoplasmático rugoso bem como núcleos 
definidos e capacidade de diferenciação adipogênica. Col I, algumas MMPs, todas 
as TIMPs e RECK foram expressos nas DPSCs. Durante a indução da osteogênese, 
verificamos que transcritos foram modulados positivamente (MMPs -14, -15, -16, -17, 
-28, TIMPs -1, -3 e -4), negativamente (MMPs -1, -10, -13 e RECK) ou não tiveram 
diferença (MMPs -2, -3 e TIMP-2) em relação às DPSCs, já as MMPs -9, -19 e -25 
não foram expressas. Os níveis protéicos das MMPs -2 e -14 foram mais elevados 
dos que das DPSCs de 28 a 35 dias, períodos relacionados à fase de mineralização. 
Desta forma, sugerimos que as MMPs/TIMPs/RECK podem desempenhar 
importantes funções para a manutenção do estado indiferenciado das DPSCs bem 
como podem atuar em diferentes estágios da diferenciação osteblástica e na 
mineralização in vitro. 



	

Palavras-chave: Células-tronco da polpa dentária humana. Matriz extracelular. 
Metaloproteinases de matriz. Inibidores de metaloproteinases de matriz. 
Osteogênese in vitro. Bioengenharia óssea. 
 



ABSTRACT 
 
Gasparoni LM. Osteogenesis in vitro from human dental pulp stem cells: role of 
matrix metalloproteinases and their inhibitors. [Master’s thesis (Science 
Morphofunctional)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo; 2016. 
 
Bone loss resulting from injuries and trauma has become a public health problem 
worldwide and there are still not ideal bone substitute for bone repair. Bone 
bioengineering emerges as a new alternative to conventional therapies and is based 
on three pillars: cells, biomaterials and signaling molecules. Mesenchymal stem cells 
(MSCs) have been isolated from various human organs and tissues and dental pulp 
stem cells (DPSCs) have become attractive due to its significant osteogenic 
potential. It is known that MSCs secrete various factors, extracellular matrix 
molecules (ECM), and extracellular vesicles that carry information for cellular 
communication. The ECM remodeling occurs by the balance between proteolytic 
enzymes (matrix metalloproteinases/MMPs) and their inhibitors (TIMPs and RECK) 
and are crucial in many cellular processes. Little is known about the function of the 
axis MMPs/TIMPs/RECK on the stem cells biology either to maintaining the 
undifferentiated phenotype or during osteogenic differentiation in vitro. The objective 
of this study was to evaluate the expression profile of MMPs/TIMPs/RECK in DPSCs 
and during induction of osteogenesis in vitro. The DPSCs were isolated from healthy 
dental pulps and expanded for (i) the characterization of mesenchymal phenotype 
(immunophenotyping, proliferation curve and population doubling-time, cell viability, 
senescence, colony-forming unit, transmission electron microscopy/TEM and 
induction of adipogenic differentiation), (II) expression profile of type I collagen/Col I, 
MMPs/TIMPs/RECK by immunofluorescence (IF), (III) characterization of 
osteogenesis biomarkers after induction of differentiation in vitro for 35 days (TEM, 
quantification of alkaline phosphatase activity, Col I gene expression and IF and 
mineralization by alizarin red) and (IV) gene and protein expression profile of 
MMPs/TIMPs/RECK. The DPSCs were positive for cell surface markers 
characteristic of MSCs, high proliferative rate, cell metabolism suited to their cell 
status, clonogenic potential from low density, cytoplasm containing elongated 
mitochondria, well-defined endoplasmic reticulum and typical nuclear morphology 
and adipogenic differentiation capacity. Col I, some MMPs, all TIMPs and RECK 
were expressed in DPSCs. During induction of osteogenesis, we found that some 
transcripts were upregulated (MMPs -14, -15, -16, -17, -28, TIMP-1, -3 and -4), 
downregulated (MMPs -1, -10, -13 and RECK) or had no difference (MMPs -2, -3, 
and TIMP-2) in relation to DPSCs, however, MMPs -9, -19 and -25 were not 
expressed. The protein levels of MMP -2 and -14 were higher than DPSCs from 28 to 
35 days, being periods related to the mineralization phase. Taken together, we 
suggest that MMPs/TIMPs/RECK may be play important roles for the maintenance of 
the undifferentiated state of DPSCs and may act in either several steps of 
osteoblastic differentiation and mineralization in vitro. 
 
Keywords: Human dental pulp stem cells. Extracellular matrix. Matrix 
metalloproteinases. Inhibitor of matrix metalloproteinases. Osteogenesis in vitro. 
Bone bioengineering. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, existem mais de 150 doenças e 

síndromes relacionadas ao aparelho locomotor (Castro-Silva et al., 2012). Cabe 

ressaltar que mais de 2,2 milhões de procedimentos utilizando enxertos ósseos são 

realizados anualmente em odontologia, neurocirurgia e ortopedia em todo o mundo 

(Boeckel et al., 2012). No Brasil, o Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia 

(INTO) registrou em 2014, um aumento de 53% em relação ao ano anterior, dos 

transplantes ósseos que utilizam enxertos (Ministério da Saúde, 2014). Na prática 

clínica, o osso autógeno (do próprio paciente) é considerado padrão-ouro nas 

enxertias ósseas. Todavia, requer dois sítios cirúrgicos (doador e receptor), e em 

muitos casos, são necessárias grandes quantidades desse tecido, mas sua 

disponibilidade é limitada. Existe também a possibilidade de enxertos alógenos 

(osso de cadáver da mesma espécie – a partir de um Banco de Osso) ou xenógenos 

(osso de espécie diferente), mas ainda há o risco de transmissão de doenças e alto 

grau de insucesso por reabsorção óssea. Assim, novas alternativas têm sido 

buscadas para a geração de novos tecidos ósseos.  
A Bioengenharia Tecidual é uma área multidisciplinar que se baseia nos 

princípios da engenharia aplicados às ciências da vida a fim de desenvolver 

substitutos biológicos capazes de manter, restaurar ou aprimorar a função de órgãos 

e tecidos. Esta é composta por três componentes: células, biomateriais e moléculas 

bioativas (Langer et al., 2016). Neste contexto, a Bioengenharia Óssea tem adotado 

como estratégia para a geração de novos tecidos ósseos, a utilização de células-

tronco mesenquimais (MSCs) semeadas sobre biomateriais tridimensionais e fatores 

osteoindutivos.         
 Assim, o conhecimento dos mecanismos que controlam as MSCs tanto no 

seu estado indiferenciado como durante a osteogênese é crucial para o seu 

emprego no reparo e formação óssea. Para tanto, a determinação do perfil do 
secretoma (conjunto de todas as moléculas que são secretadas para o meio 

extracelular e ancoradas à superfície celular) destas células é um passo importante 

para conhecer sua matriz extracelular (componente integral de todos os tecidos 

conjuntivos), interações célula-célula, célula-matriz e compreender como ocorre o 

controle do seu microambiente. A remodelação da MEC ocorre pelo balanço entre 
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enzimas proteolíticas (metaloproteinases de matriz – MMPs), e seus inibidores 

(TIMPs e RECK) e são cruciais em diversos processos celulares. Pouco se sabe 

sobre a função do eixo MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja na 

manutenção do fenótipo indiferenciado ou na diferenciação osteogênica in vitro. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressão das 

MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs bem como durante a indução da osteogênese in 

vitro. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Células-tronco  
 
 As células-tronco (“Stem Cells” – SCs) são definidas por terem a capacidade 

de auto-renovação (capacidade de gerar células-filhas indiferenciadas) e de 

diferenciação (capacidade de se diferenciar em diferentes tipos de células). As 

populações de SCs têm sido classificadas de acordo com o seu respectivo potencial 

de diferenciação em: (I) totipotentes (capazes de gerar todos os tecidos que formam 

o organismo humano, incluindo a placenta e anexos embrionários), como o zigoto; 

(II) pluripotentes (capazes de formar todos os tecidos que formam o organismo 

humano, excluindo a placenta e anexos embrionários, sendo encontradas somente 

na massa interna de embriões na fase de blastocistos – 5 ou 6 dias pós-fertilização), 

como as células-tronco embrionárias (“Embrionic Stem Cells” – ESCs); e (III) 

multipotentes (com potencial de diferenciação limitado a determinados tipos de 

células especializadas). As SCs multipotentes podem ser subdivididas em células-

tronco fetais (“Fetal Stem Cells” – FSCs), localizadas no fluido e membrana 

amnióticos, sangue do cordão umbilical, cordão umbilical propriamente dito e 

placenta, e as células-tronco adultas ou somáticas (“Adult Stem Cells” – ASCs), que 

podem ser isoladas a partir de tecidos em desenvolvimento ou adultos com origem 

ectodérmica, endodérmica ou mesodérmica, tais como as células-tronco 

hematopoiéticas (“Hematopoietic Stem Cells” – HSCs) e as células-tronco 

mesenquimais (“Mesenchymal Stromal/Stem Cells” – MSCs) (Wu et al., 2016). 

Recentemente, foram descobertas as células-tronco pluripotentes induzidas 

(“Induced Pluripotent Stem Cells” – iPSCs) através de técnicas de reprogramação 

celular de células adultas com a superexpressão de determinados fatores de 

transcrição, que possibilitou transdiferenciar uma célula diferenciada em 

indiferenciada, resgatando propriedades semelhantes às de ESCs (Takahashi et al., 

2006). 

Dentre as diversas populações de SCs, vale ressaltar que o uso terapêutico 

das ESCs tem sido cada vez mais desencorajado por essas células apresentarem 

problemas éticos em diversos países e por serem conhecidas por sua capacidade 

de desenvolver tumores benignos in vivo, chamados teratomas (composto por todos 
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os três folhetos embrionários). Assim, as ASCs (incluindo as HSCs e MSCs) bem 

como as iPSCs têm sido as células mais estudadas para a aplicação em terapias 

regenerativas (Wu et al., 2016). 

 

2.1.1 Células-tronco mesenquimais 

 

 Alexander Maximow e Alexander Friedenstein foram pesquisadores que se 

destacaram na hematologia experimental russa e hoje seus méritos são 

reconhecidos em todo o mundo. Maximow postulou a teoria unitária da 

hematopoiese (onde uma única célula progenitora no mesênquima seria capaz de 

gerar outros tipos de células sanguíneas) somente décadas mais tarde Friedenstein 

e seus colaboradores, reconhecendo a pesquisa de Maximow, isolaram da medula 

óssea, de forma pioneira, uma população de células distinta das HSCs, com 

morfologia fibroblastóide, capazes de se auto-renovar e de se diferenciar em 

linhagens mesenquimais (osteoblastos, adipócitos e condrócitos) e de reconstruir um 

estroma hematopoiético (Friedenstein et al., 1968, 1970, 1974). Essas células foram 

chamadas de células-tronco estromais (“Stromal Stem Cells”) (Owen et al., 1988) e 

mais tarde a nomenclatura foi adaptada para células-tronco mesenquimais (Caplan, 

1991). Devido ao grande crescimento das pesquisas com células mesenquimais e 

sua possibilidade de isolamento a partir de todos os tecidos de um organismo, em 

2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular adotou a nomenclatura de 

células mesenquimais estromais (“Mesenchymal Stromal Cells”) e propôs a definição 

dos critérios mínimos para que estas células sejam consideradas MSCs (Dominici et 

al., 2006). 

As MSCs já foram isoladas e caracterizadas de diversas regiões do corpo 

humano, tais como medula óssea (“Bone Marrow Stem Cells” – BMSCs) 

(Friedenstein et al., 1966), tecido adiposo (“Adipose Tissue Stem Cells” – ADSCs)  

(Zuk et al., 2001), músculo (Williams et al., 1999), fígado (Campagnoli et al., 2001), 

pulmão (Fan et al., 2005), sangue de cordão umbilical (Erices et al., 2000), cordão 

umbilical ou geleia de Wharton (Sarugaser et al., 2005), fluido e membrana 

aminióticos (In 't Anker et al., 2003), coração (Beltrami et al., 2003), osso trabecular 

(Noth et al., 2002), vasos sanguíneos (Pasquinelli et al., 2010), sangue periférico 

(Zvaifler et al., 2000), derme (Riekstina et al., 2009), dente (Gronthos et al., 2000; 
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Miura et al., 2003), fluido e membrana sinovial (De et al., 2001, 2003), periósteo (De 

et al., 2001, 2006; Nakahara et al., 1991), cartilagem articular (Dowthwaite et al., 

2004), sangue menstrual (Hida et al., 2008), útero (Gargett et al., 2008), trompa de 

falópio (Jazedje et al., 2009) e tecidos fetais (Campagnoli et al., 2001; Miao et al., 

2006). 

Embora as MSCs derivadas dos diversos tecidos e órgãos compartilhem 

propriedades biológicas básicas, existem disparidades substanciais entre elas, 

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

celular (Kern et al., 2006); (II) diferenças no potencial de diferenciação nas linhagens 

mesenquimais clássicas e (III) diferenças na expressão dos marcadores de 

superfície celular (Baksh et al., 2007). No entanto, estas possuem vantagens e 

desvantagens. Por exemplo, as BMSCs são as melhores caracterizadas e 

estudadas, sendo, atualmente, o padrão-ouro para as MSCs. Contudo, a coleta é 

dolorosa, invasiva, possui baixo rendimento e a punção de medula óssea é, 

geralmente, destinada aos bancos de medula para transplante.  

 

2.1.2 Células-tronco dentais 

 

 No início dos 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 Stem Cells” – DFSCs) (d'Aquino et al., 

2011; Morsczeck et al., 2005) e na papila apical (“Stem Cells from Apical Papilla” – 

SCAPs) (Sonoyama et al., 2006, 2008); (II) no indivíduo adulto: no ligamento 

periodontal (“Periodontal Ligament Stem Cells” – PDLSCs) (Seo et al., 2004), na 

polpa dentária de dentes decíduos (“Stem Cells from Exfoliated Deciduos Teeth” – 

SHEDs) (Miura et al., 2003), na polpa dentária de dentes permanentes (“Dental Pulp 

Stem Cells” – DPSCs) (Gronthos et al., 2000) (Figura 1). Dentre elas, as DPSCs têm 

se mostrado promissoras para uso clínico devido a sua fácil obtenção e sua 

capacidade de se diferenciar em diversas linhagens celulares (Hilkens et al., 2013; 

Masthan et al., 2013; Stanko et al., 2013).  
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Torna-se evidente que as diferentes populações de DSCs, também possuem 

diferenças no potencial de expansão, de multi-diferenciação e na expressão dos 

marcadores de superfície celular (Chen et al., 2012). 

 

Figura 1 – Células-tronco dentais 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Representação esquemática das cinco populações de células-tronco dentais identificadas. Fonte: 
Bojic et al. (2014). 
 

2.1.2.1 Células-tronco da polpa dentária (DPSCs) 

 

A polpa dentária é um tecido dentário não-mineralizado composto de tecido 

conjuntivo frouxo, povoada por sangue, vasos sanguíneos e nervos que ocupam a 

parte central da cavidade pulpar de todos os dentes. As DPSCs são células-tronco 

derivadas do ectomesênquima, originárias da migração das células da crista neural 

e possuem propriedades mesenquimais, tais como morfologia fibroblastóide, 

aderência à superfície de cultivo celular e formação de colônias in vitro. Muito tem se 

estudado sobre a localização destas células na polpa, ou seja, o seu nicho tecidual. 

Até o momento, parece haver um consenso de que o nicho perivascular seja a 

principal fonte destas células, mas há a possibilidade delas serem encontradas em 

nichos perineurais (Zhang et al., 2016). 

As DPSCs apresentam maior taxa proliferativa, formação de colônias, 

potencial clonogênico e de mineralização em relação às BMSCs. Elas possuem 

como marcadores de superfície celular: CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD146, 

STRO-1 e não expressam os marcadores hematopoiéticos: CD34, CD45, CD11b. As 

DPSCs têm sido empregadas para a regeneração de diversos órgãos, tais como 
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pâncreas, dente, osso, coração, tecido ocular e nervoso (Ledesma-Martinez et al., 

2016; Mead et al., 2016; Nuti et al., 2016). 

 

2.2 Microambiente 
 

 Virtualmente, as MSCs podem residir em locais específicos de todos os 

tecidos, chamados nichos teciduais, sendo então, potencialmente isoladas. Com 

isso, elas têm sido elencadas como promissoras para a regeneração tecidual devido 

à possibilidade de migrarem para os locais de injúria tecidual, de se diferenciarem e, 

ainda, por modularem a resposta imune in vivo. No entanto, diversos estudos têm 

demonstrado que poucas MSCs são encontradas nos tecidos lesionados, mas suas 

propriedades no reparo tecidual podem estar relacionadas à secreção de moléculas 

com efeitos parácrinos. Neste contexto, o conhecimento do Secretoma celular se faz 

decisivo para a compreensão do microambiente gerado por estas células e seu 

potencial terapêutico. Já se sabe que as MSCs secretam diversas citocinas, fatores 

de crescimento, fatores solúveis, moléculas da matriz extracelular (MEC) e vesículas 

extracelulares que carreiam informações (diversos tipos de RNA, proteínas, lipídeos, 

etc) diversas para a comunicação celular (Koniusz et al., 2016). 

 No que diz respeito aos processos de manutenção das propriedades de 

indiferenciação destas células no seu nicho tecidual ou para o seu comprometimento 

e diferenciação em uma linhagem específica, a MEC é um componente-chave. Em 

função disso, muitos biomateriais têm sido desenvolvidos para diversas aplicações 

em Bioengenharia Tecidual para mimetizar a MEC do tecido correspondente 

(Hinderer et al., 2016). Não somente a composição da MEC, como também suas 

propriedades biofísicas (rigidez, stress mecânico, porosidade, etc) e as interações 

célula-MEC modulam a diferenciação celular (Kim et al., 2016; Kshitiz et al., 2012; 

Ravindran et al., 2015; Reilly et al., 2010; Tatullo et al., 2016; Tse et al., 2011; 

Vincent et al., 2013). Dada essa importância, criou-se uma plataforma on-line 

chamada “Projeto Matrissoma” que compila os dados in silico e in vivo dos 

componentes da MEC bem como os genes relacionados (Naba et al., 2016). 

A remodelação da MEC ocorre pelo balanço entre a ação de enzimas 

proteolíticas, denominadas metaloproteinases de matriz (“Matrix Metalloproteinases” 

– MMPs), de seus inibidores teciduais (“Tissue Inhibitors of Matrix 
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Metalloproteinases” – TIMPs) e de seu inibidor ancorado à membrana celular 

(“Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs” – RECK). A maioria das 

MMPs ocupa um 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, 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 à destruição tecidual e alteração da 

composição da MEC (Gialeli et al., 2011; Kessenbrock et al., 2010; Malemud, 2006). 

 As MMPs representam a família de enzimas responsáveis pela clivagem de 

todos os componentes da MEC, sendo as únicas capazes de clivar colágenos 

fibrilares (Curran et al., 1999). Tradicionalmente, a função biológica das MMPs tem 

sido associada à 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 à 

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 pesquisas utilizando estudos de degradômica e proteômica em modelos 

de animais knockout para as MMPs têm mudado o dogma sobre as MMPs, 

mostrando que elas podem ter funções dúbias, tanto protetoras quanto deletérias 

para os tecidos dependendo do processo biológico envolvido (Pulkoski-Gross, 2015; 

Schlage et al., 2015). 

As MMPs tiveram seus alvos proteolíticos específicos ampliados, incluindo 

outras moléculas da superfície celular e proteínas 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-MEC, assim gerando moléculas bioativas 

(matriquinas) (Bauvois, 2012; Butler et al., 2009; Lopez-Otin et al., 2009; Mannello et 

al., 2012; Rodriguez et al., 2010; Wells et al. 2015). 
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2.2.1 Metaloproteinases de matriz 

 

As MMPs de mamíferos são classificadas como solúveis e insolúveis 

(“Membrane-Type MMP” – MT-MMP), que apresentam um domínio de ancoramento 

à membrana plasmática. Já foram identificados 26 genes de MMPs em humanos, 

sendo nomeadas em ordem cronológica de descobrimento ou agrupadas em função 

da similaridade da estrutura e substrato (Quadro 1). Elas são produzidas como pró-

enzimas ou zimogênio. As MMPs que são secretadas para a MEC são exportadas 

como pró-MMPs e ativadas extracelularmente por outras MMPs ativas ou outras 

enzimas, enquanto que as MMPs ancoradas à membrana plasmática são ativadas 

intracelularmente no complexo de Golgi e já estão ativas quando incorporadas à 

membrana celular (Figura 2) (Paiva, Granjeiro, 2014). 

A subfamília das MT-MMPs é compreendida por seis membros, sendo que as 

MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP-24 (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-

MMP, respectivamente) são ancoradas à membrana celular por um domínio 

hidrofóbico transmembrana do tipo I, seguido de uma cauda citossólica que interage 

com proteínas intracelulares relacionadas a várias vias de sinalização e, ainda, 

possuem uma conformação diferente do sítio catalítico (“MT-loop”), outra 

característica que as difere das demais MMPs. Enquanto que as MMP-17 e MMP-25 

(MT4-MMP e MT6-MMP, respectivamente) não apresentam o domínio 

transmembrana, a cauda citossólica e nem o “MT-loop”, mas são ancoradas à face 

extracelular da membrana celular via âncora GPI (glicosilfosfatidilinositol) e 

apresentam uma região adicional (“stem” ou “stalk”), entre o domínio hemopexina e 

a âncora GPI, contendo de 2 a 3 cisteínas que proporcionam a formação de pontes 

dissulfeto, promovendo a homodimerização destas enzimas na superfície celular, 

sugerindo que estas enzimas apresentam um conjunto de funções bem distinto das 

demais MMPs (Itoh, 2015). 

As MT-MMPs desempenham um papel importante na ativação de pró-MMPs 

secretadas para a MEC. 
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Quadro 1 – Classificação das MMPs e seus respectivos substratos conhecidos 

 
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 

Col 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 

Col 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. 
Col 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. 

Estromelisinas 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 

Col 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 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 

- 
- 

Col I, II, III, XVIII, agrecana, gel 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(Belien et al., 1999a), CD44(Kajita et al., 2001a), 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.  
Col I, IV, gel, agrecanaa, fibronectina, fibrilina, tenascina C, laminina-1, nidogênio, tTG, perlecanaa, LDL-RP, fibronectina.  
Col 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 
 
 
- 

Col 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 à 
heparina. 
Col IV, fibronectina, vitronectina. 

Outras 12 
    18 

19 
20 
21 
27 

 
 

28 

Metaloelastase Macrofágica, Elastase Macrofágica  
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/? 

Col IV, XVIII, gelatina, elastina, α1-PI, fibronectina, agrecana, entactina/nidogênio, plasminogênio, vitronectina, fibrilina, 
laminina, pró-TNF, mielina básica, receptor ativador de plasminogênio tipo urokinase. 
Col IV, gelatina, tenascina, agrecana, IGFBP-3, laminina-5 (γ2), nidogênio-1, COMP. 
Amelogenina, Col XVIII, agrecana, COMP. 
- 
Agrecana. 
 
- 
- 
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Sem Grupo - 
- 
- 

Mcol-A (mouse) 
Mcol-B (mouse) 
Gelatinase de 75-kDa (Chicken) 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: (Paiva, Granjeiro, 
2014). 
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Apesar do mecanismo de ativação da pró-MMP-2 já ter sido amplamente 

estudado pela formação do complexo ternário MMP-2/MMP-14/TIMP-2, todas as 

MT-MMPs, exceto a MMP-17, podem ativar a pró-MMP-2 (Bigg et al., 1997; Llano et 

al., 1999; Pei, 1999; Strongin et al., 1995; Takino et al., 1995; Velasco et al., 2000). 

Ainda, o recrutamento das TIMPs também é bastante diferente daquele apresentado 

pela MMP-14. Além da MMP-2, outras MMPs podem ser ativadas pelas MT-MMPs, 

com exceção da MMP-24 (não se conhece nenhuma MMP que seja ativada por ela). 

 

2.2.2 Inibidores das MMPs 

 

 As MMPs são fortemente reguladas aos níveis transcricional, pós-

transcricional, protéico via seus ativadores e inibidores e interação com 

componentes específicos da MEC (Fanjul-Fernandez et al., 2010). A expressão 

gênica destas enzimas é regulada por diversos fatores estimulantes e supressores 

que influenciam muitas vias de sinalização, tais como ésteres de forbol, sinais 

derivados de integrinas, hormônios, fatores de crescimento, oncogenes, citocinas, 

proteínas da MEC, regulação epigenética, stress celular, alteração na morfologia e 

EMMPRIN/CD147 (“Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer”) (Benbow et al., 

1997; Clark et al., 2008). Já ao nível da inibição enzimática, tanto a pró-enzima 

como a enzima ativa podem ser inibidas na MEC por seu inibidor, situado na 

membrana plasmática (RECK) (Takahashi et al., 1998) e no perímetro pericelular, ou 

por aqueles secretados na MEC (TIMPs) (Baker et al., 2002), presentes em locais 

mais distantes do sítio de secreção da enzima. O balanço entre as MMPs e seus 

inibidores é um pré-requisito necessário para o funcionamento de eventos 

fisiopatológicos envolvendo a remodelação da MEC. RECK é o único inibidor das 

MMPs ancorado à membrana celular e inibe, exclusivamente, a MMP -2 (Takahashi 

et al., 1998), MMP-9  e MMP-14 (Oh et al., 2001), mas há indícios de que a MMP-7 

possa ser um possível alvo (Omura et al., 2009).  

 

2.3 Osteogênese 

 

 O esqueleto dos mamíferos pode ter diferentes origens embrionárias: 

mesoderma paraxial, placa lateral do mesoderma e ectoderma da crista neural, os 
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quais originam o esqueleto axial e o esqueleto apendicular. Embora os ossos sejam 

formados por osteoblastos que secretam uma matriz óssea especifica, sua distinta 

ontogenia se reflete em distintas vias de sinalizações e funções (Chung et al., 2014; 

Franz-Odendaal, 2011). A osteogênese ocorre por dois principais mecanismos: 

ossificação intramembranosa, onde há a direta diferenciação de MSCs em 

osteoblastos e ossificação endocondral, onde as MSCs se diferenciam em 

condroblastos, formando uma matriz cartilaginosa, que, progressivamente, é 

sunstituída por osteoblastos e matriz óssea. Ambos os mecanismos requerem 

extensa remodelação da MEC. 

As MSCs induzidas à diferenciação osteogênica in vitro relembram os 

mecanismos de diferenciação que ocorrem na ossificação intramembranosa. Assim, 

ao longo deste processo, podemos correlacionar o grau de diferenciação das MSCs 

com a expressão temporal de genes específicos e secreção de diversas moléculas. 

Inicialmente, as MSCs se diferenciam em células progenitoras osteocondrais, as 

quais podem se comprometer com a linhagem osteogênica ou condrogênica. 

Quando estas células assumem a direção da diferenciação osteogênica, passam a 

expressar o fator de transcrição RUNX2. A partir disso, identificamos células 

osteoprogenitoras, osteoblastos imaturos e maduros, podendo chegar a se 

diferenciarem em osteócitos, entrarem em apoptose ou se manterem no estado 

quiescente terminalmente. Estas células passam a ter alta capacidade secretória e a 

expressar colágeno tipo I, fosfatase alcalina e diversas proteínas ósseas até a 

mineralização. O processo de diferenciação in vitro é induzido por meio de cultura 

suplementado por ácido ascórbico (necessário para a síntese de colágeno tipo I), 

dexametasona (glicocórticoide) e β-glicerofosfato (fonte de fosfato) (Paiva, Granjeiro, 

2014). 

 

2.3.1 MMPs e seus inibidores no tecido ósseo 

 

Desde a descoberta da MMP-13 em ossos longos de ratos (Walter et al., 

1963), mais da metade das MMPs conhecidas, têm sido demonstradas no tecido 

ósseo em diversas espécies, tais como a MMP-1 (Cawston et al., 1998), MMP-2 

(Lefebvre et al., 1991), MMP-9 (Reponen et al., 1994), MMP-3 (Keyszer et al., 1998), 

MMP-10 (Bord et al., 1998) e MMP-14 (Holmbeck et al., 1999), sendo que as MMPs 
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-9, -13 e -14 são as mais expressas. Muitas anormalidades ósseas ou retardamento 

no desenvolvimento ósseo foram observadas em animais knockout para os genes 

da MMP-2 (Itoh et al., 1997), MMP-9 (Vu et al., 1998), MMP-13 (Inada et al., 2004; 

Stickens et al., 2004), MMP-14 (Holmbeck et al., 2005) e duplo knockout das MMP-

14/MMP-16 (Shi et al., 2008).  

Desde a descoberta de que células ósseas secretavam inibidores de 

colagenases (Cawston et al., 1981), posteriormente identificados 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 et al., 1997). Entretanto, as outras TIMPs também são expressas em 

elementos do esqueleto durante o desenvolvimento em humanos e camundongos 

(Apte et al., 1997; Blavier et al., 1997; Bord et al., 1999; Flenniken et al., 1990; 

Huang et al., 2002; Meikle et al., 1991; Rifas et al., 1994; Shen et al., 2010; Su et al., 

1996; Zeng et al., 1998). Para estes inibidores, os animais knockout para as TIMPs 

não apresentaram fenótipo ósseo anormal. Recentemente, a descrição de RECK e 

sua importante regulação da MEC em tecidos mineralizados tem sido demonstrada, 

tais como na amelogênese (Paiva et al., 2009), ossificação intramembranosa e 

endocondral (Paiva – dados não publicados) e na palatogênese (de Oliveira 

Demarchi et al., 2010). Os animais knockout para RECK morreram antes do início da 

osteogênese (Oh et al., 2001). Assim, a chave para o entendimento do mecanismo 

molecular envolvido na remodelação da matriz óssea é a compreensão do balanço 

entre as MMPs e seus inibidores. 

 Pouco se sabe sobre a função do complexo sistema envolvendo o eixo 

MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja para a manutenção do 

fenótipo indiferenciado ou na diferenciação osteogênica. Recentemente, poucos 

trabalhos descreveram algumas MMPs que são expressas por MSCs derivadas da 

medula óssea, tecido muscular e adiposo, sua distribuição e atividade enzimática 

pericelular e na MEC, sugerindo que este conhecimento pode ser importante para 

modular o uso terapêutico dessas células em Terapia Celular e Bioengenharia de 

Tecidos (Lozito et al., 2014).  

Com isso, nosso grupo de pesquisa está engajado no estudo da função das 

MMPs e seus inibidores e nos mecanismos que controlam a diferenciação 

osteogênica em DPSCs. 
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.3 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressão das MMPs/TIMPs/RECK 

nas DPSCs bem como durante a indução da osteogênese in vitro. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

01)  Caracterização do fenótipo mesenquimal (imunofenotipagem, curva de 

proliferação e tempo de dobramento populacional, viabilidade celular, 

senescência, formação de colônia, microscopia eletrônica de 

transmissão/MET e indução da diferenciação adipogênica); 

02)  Análise do perfil de expressão do Colágeno tipo I/Col I, MMPs/TIMPs/RECK 

por imunofluorescência (IF); 

03)  Caracterização dos biomarcadores da osteogênese após a indução da 

diferenciação in vitro por 35 dias (MET, quantificação da atividade da 

fosfatase alcalina, expressão gênica e IF de Col I e mineralização por 

alizarina vermelha); 

04)  Análise do perfil de expressão gênica e protéica das MMPs/TIMPs/RECK.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Coleta e isolamento das DPSCs 
 

 Os dentes permanentes de indivíduos adultos foram coletados junto à Divisão 

de Odontologia do Hospital Universitário (HU) da USP (Comitê de ética em pesquisa 

(CEP) HU/USP:1142/11 – SISNEP CAAE: 0031.0.198.000-11). Foram utilizados 

dentes saudáveis (sem doença periodontal e sem cárie), com indicação de remoção 

cirúrgica para a saúde oral (terceiros molares inclusos, semi-inclusos ou 

erupcionados) (Figura 3) e com a prévia autorização do paciente (assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).  

 

Figura 3 – Posicionamento dos terceiros molares na cavidade oral 

 

 

 

 

 

Representação esquemática do posicionamento dos terceiros molares na cavidade oral, conforme 
seu nível de erupção. Fonte: Google imagens 
 

A coroa e a raiz dentária foram seccionadas na junção amelo-cementária 

(JAC), em seguida, a polpa foi coletada apenas da câmara pulpar (Figura 4). Essa 

foi transportada ao laboratório em meio de transporte1 em gelo.  

 

Figura 4 – Componentes dentários e polpa coletada 

 

 

 

 

 

 

																																																													
1 Meio de transporte: α-MEM (“α-Modified Minimal Essential Medium”, 11900-073, Gibco, 
suplementado com 2 mM de glutamina) + 100 μg /mL ampicilina (A0166, Sigma-Aldrich), 100 μg/mL 
de estreptomicina (11860-038, Gibco). 
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As DPSCs foram isoladas segundo o protocolo adaptado de Gronthos e 

colaboradores (Gronthos 2000, 2011). Inicialmente, as polpas foram desagregadas 

mecanicamente e enzimaticamente com uma solução de Colagenase tipo I - 6 

mg/mL (17100-017, Gibco) e Dispase - 8 mg/mL (17105041, Gibco) por 1 h à 37 °C 

em banho-maria e agitação em vórtex a cada 15 min. Após este período, a remoção 

destas enzimas foi realizada por centrifugação. O pellet celular formado foi lavado 

com solução salina sem cálcio e sem magnésio (PBSA) e, novamente,  centrifugado 

a 800 rpm por 5 min. Este, então, foi ressuspendido em meio clonogênico2 e filtrado 

em filtro de 70 µm (BD Biosciences) para obtenção de “single cells”. As células 

isoladas foram cultivadas por 14-15 dias, até a primeira tripsinização (passagem 1 – 

#P1), e expandidas na proporção 1:3 até a passagem 4 (#P4) para a caracterização 

e até a passagem 5 (#P5) para os experimentos. Em cada passagem, uma fração 

das células foi congelada em meio de congelamento3 para estoque em nitrogênio 

líquido. Estas foram mantidas em uma atmosfera de 5% CO2 e à 37 °C. A análise da 

morfologia celular foi realizada e a captura da imagem em microscópio óptico 

invertido com contraste de fase. 

Para os experimentos, foram utilizadas células isoladas de 3 pacientes 

diferentes, designados como paciente 1, 2 e 3 (Quadro 2).  

 

Quadro 2 – Dados dos doadores das DPSCs utilizadas neste trabalho 
 

Paciente Idade Gênero Dente extraído Nível de 
erupção 

Risogênese 

1 15 anos Feminino 3°Molar  Incluso Incompleta 
2 21 anos Masculino 3°Molar  Incluso Completa 
3 23 anos Feminino 3°Molar Erupcionado Completa 

 
 
4.2 Caracterização das DPSCs  
 

A caracterização foi realizada segundo os parâmetros estabelecidos pela 

“Internacional Society for Cell Therapy” (Dominici et al 2006), onde as células-tronco 
																																																													
2  Meio clonogênico: α-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 10% SFB ("Fetal Bovine 
Serum", F2561, Sigma-Aldrich e 015/15, Vitrocell) + 50 μg/mL ácido ascórbico (A8960, Sigma-
Aldrich), 100 μg /mL ampicilina, 100 μg/mL de estreptomicina. 
 
3	Meio de congelamento: 10% de α-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 80% SFB + 10% 
DMSO (“Dimetilsulfóxido”, C6164, Sigma-Aldrich).  
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mesenquimais devem expressar determinados marcadores de superfície celular, ser 

aderentes ao plástico e ter potencial de multi-diferenciação em linhagens 

mesenquimais (ao menos osteoblastos, adipócitos e condrócitos).  

 

4.2.1 Imunofenotipagem 

 
 Os marcadores de superfície celular foram analisados por citometria de fluxo 

multiparamétrica (equipamento FACSÁria II SORP /“Fluorescente activated cell 

sorting”, BD). As células na #P4 foram desagregadas em solução de Versene4 por 

30 min à temperatura ambiente, sob agitação, e, posteriormente, as células 

desagregadas foram centrifugadas a 400 x g, por 10 min, temperatura ambiente. O 

pellet celular foi, fixado em paraformaldeído 4% (P6148, Sigma-Aldrich) e incubado 

em Solução de Bloqueio (5% BSA, 0,01% TRITON X em PBSA). Após este período, 

as células foram contadas em Câmara de Neubauer e, para cada tubo, foram 

utilizadas 1 x 106 células (Figura 5).  

Foram utilizados como marcadores positivos a STRO-1, CD90, CD105, CD45, 

CD29, CD44, CD146, como marcadores negativos o CD34, CD14, CD31, CD15, 

CD73 e como controle isotípico, IgG1 (Quadro 3). Utilizou-se também tubos de 

compensação (com fluorescências positivas para os fluoróforos empregados) e a 

análise foi feita no software FloWJo.  

 

4.2.2 Curva de proliferação  

 

As células foram semeadas em placas de multipoços P24 (1 x 104 

células/poço) em triplicata. Após 24 hs (primeiro ponto – dia 1), as células foram 

coradas com Trypan Blue 0,4% (T6146, Sigma-Aldrich) e contadas em Câmara de 

Neubauer por 7 dias consecutivos para a obtenção da curva de proliferação.  

 

4.2.2.1 Tempo de dobramento populacional 

 

Os dados da contagem celular foram utilizados para obter o cálculo do tempo 

de dobramento populacional (TD) calculado usando um algoritmo disponível on-line  

																																																													
4	Solução de versene: EDTA 50 mM (E3889, Sigma-Aldrich), em PBSA, pH 8,0.	
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Tubo 1: 
CD15-FITC (1:200) 
CD45-APC (1:200)   

Tubo 2: 
CD90-FITC (1:200) 
CD34-PE (1:200)   

Tubo 3: 
CD14-FITC (1:200) 
CD29-PE    (1:200) 
CD44-APC (1:200) 

  

Tubo 4: 
IgG1-FITC   (1:200) 
STRO-1-PE (1:100)   

Tubo 5: 
CD105-FITC (1:100) 
CD73-PE (1:750)   

Tubo 6: 
CD31-FITC (1:200) 
CD146-PE  (1:200) 

  

Tubo 7: 
Célula Parental  
(sem fluorescência)   

Tubo 8: 
Compensação  
FITC (fluorescência 
positiva)   

Tubo 9: 
Compensação  
PE (fluorescência 
positiva) 

  

Tubo 10: 
Compensação  
APC (fluorescência 
positiva) 

(http://www.doubling-time.com/compute.php) (Roth 2006): 

 
 
                               TD  =         t × log (2) 

           log(Nf)−log(N0) 
 

 
Onde "log" é o logaritmo na base 10 ou 2 ou qualquer outra base, N0 é o 

número de células inicial, Nf é o número de células final e “t” é a duração da cultura 

em horas. 

 

Figura 5 – Estratégia dos tubos com os marcadores usados para a 
imunofenotipagem 
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Quadro 3 – Descrição dos anticorpos utilizados na Imunofenotipagem 
 

Anticorpo Marca Código Diluição Fluoróforo 
Conjugado 

Anticorpo 
Secundário 

Tipo Celular Função 

STRO-1 Abcam ab102969 1:100 PE Anti-mouse PE MSC Melhor marcador de MSCs 

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

MSC, timócitos e 
neurônios 

Ancorada via GPI e marcadora de diversas 
células-tronco 

CD105 
(endoglina) 

Abcam ab18278 1:100 FITC - MSC e células 
endoteliais 

Glicoproteína que é um receptor para TGF-

β e modula sua interação com os seus 

receptores (TGF-βRI e TGF-βII) 
CD45  BD 340942 1:200 APC - Exclusivo de células 

da linhagem 
hematopoiética 

Mais abundante glicoproteína em 
leucócitos e é um receptor ligado a 

proteínas tirosino fosfatase 

CD29 

(integrina β1) 

BD 555443 1:200 PE - MSC Integrina mais abundante e conecta a 
actina do citoesqueleto a MEC e envolvida 

na embriogênese e reparo tecidual 

CD44 Dako M7082 1:200 APC - HSC, MSC Molécula de adesão celular 

CD34 BD 550761 1:200 PE - Progenitores de HSC Glicoproteína com função de molécula de 
adesão, mediando a interação de HSC a 

MEC ou ao estroma 

CD14 BD 347493 1:200 FITC - Células de defesa  Ancorada via GPI e componente do 
sistema imune inato 

CD31  
(PECAM-1) 

BD 555445 1:200 FITC - Células endoteliais, 
plaquetas, monócitos 

e neutrófilos 

Família das imunoglobulinas e marcador de 
angiogênese 

CD15  
(SSEA-1) 

BD 560997 1:200 FITC - Células em estágios 
iniciais de 

diferenciação 

Carboidrato expresso em glicoproteínas, 
glicolipídios e proteoglicanas 

CD73 Abcam ab54217 1:750 PE Anti-mouse PE Diferenciação de 
linfócitos 

Enzima envolvida na diferenciação 
linfocitária e células endoteliais 

CD146 
(MUC18) 

Novus NBP1-
43346 

1:200 PE Anti-mouse PE Células endoteliais Glicoprotéina 

IgG1 BD 340755 1:200 FITC - Controle isotípico Imunoglobulina 
 
APC: allophycocyanin; ECC: células de carcinoma embrionário; ESC: células-tronco embrionárias; FITC: fluorescein isothiocyanate; GPI: glicosilfosfatidilinositol; HSC: células-
tronco hematopoiéticas; MEC: matriz extracelular; MSC: células-tronco mesenquimais; PE: phycoerythrin; TGF: fator de crescimento transformante. 
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4.2.3 Ensaio de viabilidade celular (MTT) 

 

As células foram semeadas em placas de multipoços P24 (6.250 

céls/cm2/poço) em triplicata. Após 48 hs (primeiro ponto – dia 1), as células foram 

analisadas por 3 dias consecutivos. Cada poço foi incubado com MTT (“Thiazolyl 

Blue Tetrazolium Bromide”, M5655, Sigma-Aldrich), concentração final de 50 μg/mL 

por poço durante 4 hs à 37 °C. Para extrair o produto da reação com o MTT, o 

formazan (coloração azul), foi utilizado álcool etílico por 20 min sob agitação e a 

leitura foi realizada em espectofotômetro à 570 nm (Synergi 2 microplate reader, 

Biotek). 

 

4.2.4 Ensaio de senescência  
 

O ensaio mais aceito para senescência celular é a atividade da β-

galactosidase ácida. Não existe uma explicação porque esta enzima aumenta nos 

lisossomas durante a senescência, mas apesar desta falta de entendimento ela é 

aceita como um marcador do estado senescente.  
 As células foram semeadas em lâminas Labtek® (1 x 103 células/poço). Após 

24 hs os pocinhos foram lavados com PBSA, fixados com formaldeído 3-5% (1643, 

Dinâmica) em PBSA por 15 min e incubados com a solução de marcação da β-

galactosidase5 à 37 ºC durante 16 hs. Células senescentes ficam azuis, além de 

normalmente possuírem uma forma mais achatada. A análise foi feita contando as 

células azuis e dividindo este valor pelo número de células totais no campo em 

microscópio óptico invertido com contraste de fase.  

  

4.2.5 Ensaio de formação de colônia 

 

As células foram semeadas em placas de multipoços P6 (50 células/cm2/poço 

e 210 células/cm2/poço) em triplicata. Após 10 dias em cultura, cada poço foi 

																																																													
5	 Solução de marcação da β-galactosidase: 1 mg/mL de X-gal (“5-bromo-4-chloro-3 indolyl–
galactopiranoside”, B9146, Sigma-Aldrich), 40 mM de ácido cítrico 80mM/tampão fosfato 100mM (pH 
6,0) (C8532, Sigma-Aldrich; F1034401AH, Synth; F103301AH, Synth), 150 mM NaCl (C1060.01AH, 
Synth), 2mM MgCl2 (C1016, Sigma-Aldrich), 5 mM Ferrocianeto de Potássio (P3289, Sigma-Aldrich), 
5 mM Ferricianeto de Potássio (244023, Sigma-Aldrich).	
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incubado com a solução de cristal violeta 0,5% (1.159.40.0025, Certistain®, Merck) 

e glutaraldeído 6% (383, Vetec) por 30 min sob agitação em temperatura ambiente. 

Em seguida, a placa foi cuidadosamente submergida em um becker com água, para 

remoção da marcação inespecífica do corante e secagem em temperatura ambiente. 

A análise e a captura da imagem foram realizadas em microscópio óptico invertido 

(Observer D1, Zeiss). 

 

4.2.6 Indução da diferenciação adipogênica 

 

As células foram semeadas em placas P35 (5.000 células/cm2). A indução da 

diferenciação foi realizada pelo meio adipogênico6 por 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias. A 

validação da diferenciação adipogênica foi realizada pela coloração específica, onde 

as vesículas lipídicas intracelulares se coram em vermelho. As placas foram lavadas 

com PBSA, fixadas com 1:10 formaldeído 37% em PBSA por 30 min à temperatura 

ambiente e incubadas com solução de Oil Red O (O0625, Sigma-Aldrich) por 20 min, 

sob agitação em temperatura ambiente. A análise e a captura da imagem foram 

realizadas em microscópio óptico invertido. 

 

4.2.7 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Em placas de multipoços P96 foram colocadas lamínulas Thermanox® Plastic 

Coverslips (174950, NUNC Brand Products) cortadas com tesoura estéril para se 

adaptar ao tamanho do poço e, então, as células foram semeadas (5000 

células/cm2) e coletadas 48 hs depois. Retirou-se o meio de cultura dos poços, em 

seguida, eles foram lavados com tampão fosfato de sódio 0,1 M, fixados com a 

solução Karnovsky modificada por 1 h à temperatura ambiente. Após este período, 

foi realizada a pós-fixação com tetróxido de ósmio 1% por 1 h à temperatura 

ambiente e a desidratação (soluções com crescente concentração de álcool, a partir 

de 30% até 100%), por 5 min cada e no óxido de propileno (20401, Eletron 

																																																													
6  Meio adipogênico: α-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 10% SFB + 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) + 100 U/mL 
ampicilina, 100 μg/mL de estreptomicina. 
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Microscopy Sciences) por 3 vezes de 10 min cada. Iniciou-se a infiltração, com 

resina Spurr (14300, Electron Microscopy Sciences) e óxido de propileno na 

proporção 1:1 por 40 min, em seguida com resina Spurr e óxido de propileno na 

proporção 3:1 e, finalmente, com resina Spurr pura overnight. O material foi incluído 

em resina Spurr e mantido por 3 dias em estufa a 60 ºC. Cortes espessos foram 

realizados para a localização da área de interesse com o uso de faca de vidro e 

ultramicrótomo (Ultra-Cut Reichert). Cortes ultra-finos foram obtidos com a faca de 

diamante, coletados em telas de 200 “mesh” e posteriormente contrastados com 

solução de acetato de uranila 4% (22400, Electron Microscopy Sciences) e citrato de 

chumbo a 0,4% (R-1030, Herzog e 2322, JT Baker). 

As imagens foram analisadas e capturadas no microscópio eletrônico de 

transmissão (JSM-1010, JEOL) do Centro de Microscopia Eletrônica, Instituto de 

Ciências Biomédicas/USP.  

 
4.3 Osteogênese in vitro 
 

A indução da diferenciação foi realizada pelo meio osteogênico7 e o controle 

negativo da diferenciação osteogênica por meio clonogênico por 1, 7, 14, 21, 28 e 35 

dias. Em todos os experimentos, para análises bioquímicas e moleculares, as 

células foram semeadas na densidade de 5.000 células/cm2 
 
4.3.1 Quantificação da atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

 

 As células foram semeadas em placas de multipoços P12 (5.000 células/cm2) 

em triplicata. As placas foram lavadas com PBSA, as células foram lisadas com 

tampão de lise ALP8, centrifugadas por 15 min, 12.000 x g à 4 °C e o sobrenadante 

foi coletado e armazenado à -80 °C. A quantificação foi feita pelo kit Ensaio de Ponto 

Final – Fosfatase Alcalina (40, Labtest). As amostras foram incubadas (5 µL da 

amostra) com 50 µL do tampão de reação (kit) e 5 µL da solução contendo o 

																																																													
7 Meio osteogênico: α-MEM + 10% SFB + 1 μM dexametasona (D2915, Sigma Aldrich) + 10 mM β-
glicerofosfato + 50 μg/mL ácido ascórbico + 100 U/mL ampicilina, 100 μg/mL de estreptomicina. 
 
8 Tampão de lise ALP: Tris a 0,5 M – pH 9,0; 0,9% NaCl e 1% Triton X-100.	
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substrato (kit), durante 5 min à 37 °C. Em seguida, foi adicionado 200 µL do 

reagente de cor (kit) e a leitura foi realizada à 590 nm em espectrofotômetro.  

 
4.3.2 Coloração por alizarina vermelha  

 

 As células foram semeadas em placas P35 (5.000 células/cm2). As placas 

foram lavadas com PBSA, fixadas com paraformaldeído 4% por 15 min à 

temperatura ambiente e incubadas com uma solução de Alizarina Vermelha 2% (pH 

4,2) (A5533, Sigma-Aldrich) por 30 min, sob agitação em temperatura ambiente. A 

análise e a captura das imagens foram realizadas em microscópio óptico invertido. 

 

4.3.3 Perfil de expressão gênica (PCR em tempo real) 

 

 A quantificação dos níveis de transcritos do colágeno tipo I (Col I), MMPs, 

TIMPs e RECK foi realizada por PCR em tempo real. 

 

4.3.3.1 Extração do RNA total, transcrição reversa (RT-PCR) e PCR em tempo real                                                          
(qRT-PCR) 

 

As células foram semeadas em placas P100 (5.000 células/cm2). As amostras 

foram coletas e lisadas em 1 mL do reagente TRIzol (15596-026, Life Technologies). 

Inicialmente, elas foram homogeneizadas e incubadas por 5 min à temperatura 

ambiente; adicionou-se 200 μL de clorofórmio (1534-1, Dinâmica) e o tubo foi 

vortaxado vigorosamente por 15 seg; a amostra foi incubada por 3 min à 

temperatura ambiente e centrifugada por 15 min a 12.000 x g à 4 °C (5804R, 

Eppendorf). A amostra centrifugada apresentou 3 frações diferentes, a fração 

aquosa (superior) contendo o RNA foi coletada e armazenada em outro tubo. Ao 

novo tubo foi adicionado 500 μL de isopropanol (1339, Dinâmica) que foi agitado por 

inversão durante 1 min, incubado por 30 min no gelo e centrifugado por 10 min a 

12.000 x g à 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e deixou-se o pellet secar com o 

tubo invertido dentro da capela de exaustão de gases, sob papel filtro. Adicionou-se 

1 mL de etanol 75% gelado (em H2O DEPC –“diethylpyrocarbonate” – Pirocarbonato 

de dietila, 40718, Sigma-Aldrich), o tubo foi agitado 3 vezes por inversão e 

centrifugado por 5 min a 12.000 x g à 4 °C; o sobrenadante foi desprezado e deixou-
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se o pellet secar com o tubo invertido dentro da capela de exaustão de gases, sob 

papel filtro. 

 O RNA purificado foi ressuspendido em 50 μL de água DEPC. O mRNA 

purificado foi armazenado à -80 °C em biofreezer. Uma alíquota de cada amostra foi 

quantificada em Nanodrop (2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific). 

Em seguida, o RNA total (1 μg ou 500 ng) foi tratado com 1 μL de DNAse I 

(18068-015, Invitrogen), 1 μL de tampão e H2O DEPC para um volume final de 10 

μL. Deixou-se 15 min à temperatura ambiente e 10 min à 65 °C. Para a inativação da 

enzima, foi adicionado 1 μL de EDTA (25 mM). Na seqüência, os DNAs 

complementares foram sintetizados por RT-PCR (18080-093, SuperScript™ III 

Reverse Transcriptase, Invitrogen). A RT-PCR foi realizada em duas etapas: (I) 

alinhamento (65 °C por 5 min): para um volume final de 13 μL, foi adicionado 11 μL 

de RNA tratado com DNase I, 1 μL de oligo(dT) (18418-012, Invitrogen) e 1 μL de 

dNTP 10 mM (dATP 2,5 mM, dCTP 2,5 mM, dGTP 2,5 mM e dTTP 2,5 mM) (100 

mM dNTP Set, PCR grade, 10297-018 Invitrogen); (II) transcrição reversa (50 °C por 

60 min e 70 °C por 15 min): após o alinhamento, adicionou-se 4 μL de Tampão 5 X, 

1 μL de DTT (0,1M), 1 μL de RNaseOUTTM (40U/μL) (10777-019, Invitrogen) e 1 μL 

de SuperScript (200 U/μL), para um volume final de 20 μL. Ao término da segunda 

etapa, o cDNA foi obtido.  

 O cDNA sintetizado foi o molde utilizado para a reação pelo método do SYBR 

Green Dye I e para a avaliação da expressão gênica relativa pelo método de Pfaffl 

(2001), segundo o cálculo: 

 

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

       Eficiência ∆Ct normalizador (∆Ct calibradora - ∆Ct amostra) 

 

  

 O GAPDH, a Tubulina e a β-actina foram utilizados como genes endógenos 

para a normalização das amostras. As amostras calibradoras foram as DPSCs na 

#P4 (célula parental). As amostras sintetizadas a partir de 1 μg de RNA foram 

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

puras. As reações foram realizadas em um volume total de 10 μL, contendo 1 μL de 

amostra, 10 pM de cada primer (400 nM), 5 μL de SYBR Green Master Mix® 

(Applied Biosystems) e água q.s.p. As reações foram realizadas no equipamento da 
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Applied Biosystems (7500, Real-Time PCR System), à 60 °C em 40 ciclos. Os 

primers foram desenhados inter-éxon no software GeneTool 2.0, selecionados no 

banco de dados público de sequências primers para PCR (PrimerBank, 

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) ou a partir de sequências já publicadas da 

literatura e, em seguida, verificada a especificidade dos mesmos pela ferramenta on-

line BLAST (Quadro 4). 

 

4.3.3.2 Análise do melhor gene endógeno 

  

 Para verificar o gene endógeno mais estável dentro do grupo amostral, foi 

utilizado o software on-line Normfinder (Andersen et al., 2004). O programa utiliza 

como estratégia um modelo matemático para a expressão dos genes, que permite 

estimar não só a variação global dos genes candidatos, como também a variação da 

normalização entre os subgrupos da amostra do conjunto de amostras. Os valores 

da Eficiência ΔCt normalizador (ΔCt calibradora – Δct amostra)  das amostras para cada ponto de 

coleta foram utilizados para os genes GAPDH, Tubulina e β-actina. O gene da β-

actina mostrou-se como o melhor gene endógeno (Quadros 5 e 6), sendo utilizado 

como gene endógeno para a normalização dos resultados. 

 

4.3.4 Perfil de expressão protéica (western blotting)  

 

4.3.4.1 Coleta, extração e quantificação de proteína total 

 

As células foram semeadas em placas P60 (5.000 células/cm2). As amostras 

foram tripsinizadas, centrifugadas a 800 rpm por 5 min, o pellet foi lavado 3 vezes 

com PBSA gelado e o pellet seco foi congelado à -80 °C até o momento da extração 

de proteína total. Os pellets foram ressuspendidos em 300 μL de tampão de lise 

proteína9.  

																																																													
9	Tampão de lise proteína:	Tris-HCl 50mM (15504-020, Invitrogen), Tween 20 1% (P9416, Sigma-
Aldrich), deoxicolato de sódio 0,25% (D6750, Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM (S7653, Sigma-Aldrich), 
EDTA 1mM (E3889, Sigma-Aldrich), ortovanadato de sódio 1 mM (S6508, Sigma-Aldrich), fluoreto de 
sódio 1 mM (201154, Sigma-Aldrich), aprotinina 1,0 μg/mL (A6106, Sigma-Aldrich), leupeptina 10 
μg/mL (L2023, Sigma-Aldrich) e Pefabloc 1mM (76307, Sigma-Aldrich), pH 7,4. 
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Quadro 4 – Sequências dos primers utilizados e tamanho do fragmento amplificado (amplicon). 
 

Gene-Alvo Número de Acesso (Pubmed) Sequência dos primers (5´- 3´) Temperatura de Anelamento (ºC) Amplicon (pb) 
 

MMP-1** NM_002421 F: acacgccagatttgccaaga 
R: cgatgatctcccctgacaaa 

60 145 

MMP-2** NM_004530 F: ccctcgcaagcccaagtg 
R: ggattcgagaaaaccgcagt 

60 149 

MMP-3** NM_002422 F: ttgctcagcctatccattgg 
R: ccactgtcctttctcctaac 

60 132 

MMP-7** NM_002423 F: gcgttcatcctcatcgaagt 
R: tgtatggggaactgctgaca 

62 151 

MMP-9** NM_004994 F: cagcgccagtccaccctt 
R: cccgagtgtaaccatagcg 

60 103 

MMP-10** NM_002425 F: gcccagcaatacctagaaaag 
R: cctccagagtgtcagtgtc 

60 154 

MMP-13** NM_002427 F: gcgctacctgagatcatact 
R: tcgtcaagtttgccagtcac 

60 135 

MMP-14* NM_004995 F: gcagaagttttacggcttgca 
R: tcgaacattggccttgatctc 

60 100 

MMP-15** NM_002428 F: cgggaggaagtggaacaac 
R: cagcccaacttctccgtgt 

60 66 

MMP-16** NM_005941 F: ggacagaaatggcagcacaa 
R: cggcgaatagctttacgagt 

60 92 

MMP-17** NM_016155 F: caccggcatcctggacga 
R: gggagcagcgtggggttt 

60 56 

MMP-25** NM_022468 F: agcggcagcgtgtggaag 
R: ccgcacggtctcctggct 

60 87 

MMP-28** NM_024302 F: ccccaaagctcccacctc 
R: gcagcggggacgagtcat 

60 124 

TIMP-1** NM_003254 F: ttaggggatgccgctgac 
R: caggtagtgatgtgcaagag 

60 143 

TIMP-2** NM_003255 F: aggaagtggactctggaaac 
R: gggggccgtgtagataaac 

60 122 

TIMP-3** NM_000362 F: ttcggcacgctggtctaca 
R: ttggtgaagcctcggtacat 

60 56 
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TIMP-4** NM_003256 F: tcggcacttgtgattcggg 
R: gcattttttcagtgtcagcag 

60 82 

RECK* NM_021111 F: tgcaagcaggcatcttcaaa 
R: accgagcccatttcatttctg 

60 100 

GAPDH** NM_002046 F: gcatcctgggctacactga 
R: ccaccaccctgttgctgta 

60 162 

β-actina** NM_001101 F: cgacaggatgcagaaggag 
R: tcctgcttgctgatccacat 

60 153 

Tubulina** NM_001293212.1 F: tcaacaccttcttcagtgaaacg 
R: agtgccagtgcgaacttcatc 

60 151 

Col I*** NM_001844 F: gagcggtaacaagggtgagc 
R: cttccccattagggcctctc 

60 186 

* Primers sintetizados a partir de Figueira et al 2009; ** Primers desenhados pelo GeneTool; *** Primers sintetizados a partir de sequências do PrimerBank 
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Quadro 5 – Variação da normalização global dos genes endógenos candidatos 
 

Paciente 

Valor de estabilidade 
Melhor 
gene 

Melhor 
combinação 

de dois genes 

Valor de 
estabilidade 

para a melhor 
combinação 

de dois genes 
GAPDH Tubulina β-actina 

1 0,909 
 

0,594 
 

0,410 
 β-actina 

GAPDH and β-
actina 

 

0,429 
 

2 0,691 
 

0,305 
 

0,270 
 β-actina 

β-actina and 
Tubulina 

 

0,356 
 

3 0,294 
 

0,310 
 

0,129 
 β-actina 

GAPDH and β-
actina 

 

0,160 
 

 

 

 Quadro 6 –  Variação da normalização entre os grupos da amostra  
 

Paciente 
VARIAÇÃO INTRAGRUPO VARIAÇÃO INTERGRUPO 

Gene Grupo 1 Grupo 2 Gene Grupo 1 Grupo 2 

1 

GAPDH 3,300 
 

0,611 
 GAPDH -0,521 

 
0,521 

 

β-actina 0,055 
 

0,146 
 β-actina 0,249 

 
-0,249 

 

Tubulina 0,434 
 

0,609 
 Tubulina 0,272 

 
-0,272 

 

2 

GAPDH 1,135 
 

3,878 
 GAPDH 0,356 

 
-0,356 

 

β-actina 0,026 
 

0,013 
 β-actina -0,207 

 
-0,207 

 

Tubulina 0,162 
 

0,214 
 Tubulina -0,148 

 
0,148 

 

3 

GAPDH 0,147 
 

1,112 
 GAPDH -0,191 

 
0,191 

 

β-actina 0,033 
 

0,204 
 β-actina 0,051 

 
-0,051 

 

Tubulina 0,189 
 

1,172 
 Tubulina 0,140 

 
-0,140 
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Os lisados foram sonicados (SX-10, Microsonic) em tubos cônicos (10 pulsos 

cada), incubados em gelo por 2 hs e centrifugados a 14.000 rpm por 20 min. O 

sobrenadante foi preservado e armazenado à -20 ºC.  

Para a dosagem de proteína total foi usado o Kit BCA (“Pierce BCA Protein 

Assay Kit”, 23225, Thermo Scientific). O kit contém dois reagentes (A e B). Foram 

pipetados 200 μL da mistura contendo os reagentes A e B, na proporção 50:1, 

respectivamente, em uma P96. Em seguida, foi adicionado 25 μL da amostra ou do 

padrão nos respectivos poços. A placa foi incubada por 30 min à 37 °C e a leitura foi 

feita à 562 nm em espectrofotômetro (Synergi 2 microplate reader, Biotek). As 

concentrações (μg/μL) das amostras foram obtidas com base na curva padrão de 

BSA. 

 

4.3.4.2 Preparo das amostras e preparo do gel 

 

Foram utilizados 10 μg de proteína por linha e, para isso, adicionou-se igual 

volume de tampão de amostra 2 X10 ao volume da amostra que foi colocada em 

cada linha. As amostras foram desnaturadas à 95 ºC por 5 min. Foram utilizados 

géis de resolução (“resolving gel”)11 de 8% a 15% de acordo com o tamanho das 

proteínas a serem resolvidas. Já o gel de empacotamento (“stacking gel”)12 foi de 

3,9%. 

 

4.3.4.3 Eletroforese 

 

A eletroforese descontínua em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em cuba vertical (Amersham) com tampão 

de corrida 1 X13 de 2-3 hs à 100-150 V e 30 mA . As amostras foram colocadas nas 

																																																													
10	Tampão de amostra 2 X: Tris-HCl 100 mM, pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%, glicerol 
20%, DTT 200 mM. 
 
11 Gel de resolução: Tris-HCl 1,5 mM, pH 8,8, solução de poliacrilamida 30%, persulfato de amônio 
10% (A3678, Sigma-Aldrich), TEMED (T9281, Sigma-Aldrich), SDS 10% (15525-017, Invitrogen), H2O 
q.s.p. 
 
12	 Gel de empacotamento: Tris-HCl 1 mM, pH 6,8, solução de poliacrilamida 30%, persulfato de 
amônio 10%, TEMED, SDS 10%, H2O q.s.p. 
	
13	Tampão de corrida 1 X: Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS 1%. 
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linhas do gel de empacotamento as quais migrarão até o gel de resolução para a 

separação das proteínas pelo peso molecular (kDa) (Quadro 7). 

 

4.3.4.4 Imunobloting e revelação da membrana 

 

Após a corrida, as proteínas foram transferidas com tampão de transferência 1 

X14 para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, RPN303D, Amersham) por 

2 hs, à 100 V,  300 mA,  4 ºC. A transferência das proteínas do gel para a membrana 

foi confirmada pela coloração das proteínas da membrana pelo corante vermelho 

Ponceau (P3504, Sigma-Aldrich). Após a transferência, a membrana foi bloqueada 

por incubação com leite desnatado 5% em tampão TBST15 à temperatura ambiente 

por 1 h, sob agitação. Os anticorpos primários foram incubados overnight à 4 ºC 

(Quadro 7) e o anticorpo secundário à temperatura ambiente por 1 h, ambos sob 

agitação e em leite desnatado 5% em tampão TBST. Entre as incubações, a 

membrana foi lavada 3 X (15 min cada) com TBST, sob agitação. 

Como anticorpos secundários foram utilizados: (I) anti-rabbit IgG-HP (HAF008, 

R&D Systems); (II) anti-mouse IgG-HP (HAF007, R&D Systems); e (III) anti-goat 

IgGHP (NB120-5755, Novus Biologicals), para os anticorpos primários produzidos 

em rabbit, goat e mouse, e nas diluições de 1:1.000, 1:5.000 e 1:1.000, 

respectivamente.  Como controle endógeno, foi utilizada a proteína actina. 

A revelação da membrana foi realizada por quimioluminescência, pelo kit ECL 

Plus (RPN2132, Amersham), a membrana foi escaneada no aparelho Storm 860 

(Molecular Dynamics) (Pixel size: 100 μm, PMT voltage: 800) e a imagem foi gerada 

pelo programa Image Quant. Foi utilizado como marcador de peso molecular o 

Rainbow (RPN800E, Amersham), o qual apresenta bandas coloridas referentes a 

pesos moleculares definidos durante a corrida. 

 

 

 

																																																																																																																																																																																														
 
14	Tampão de transferência 1 X: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%, metanol 20%, pH 8,3 
	
15	Tampão TBST: Tampão TBS adicionado 0,05% de Tween 20.	
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Quadro 7 – Especificações dos anticorpos e peso molecular utilizados para western blot e imunofluorescência 
 

Anticorpo Primário Animal 
Hospedeiro 

Empresa Código Peso Molecular 
(kDa) 

Diluição 
utilizada para 
Western Blot 

Diluição 
utilizada para 

Imunofluorescência 

MMP-1 Rabbit Abcam ab52631 54 
 

1:1000 
 

1:50 
MMP-2 Rabbit Abcam ab37150 76 (pró)/66 (ativa) 1:1000 1:50 
MMP-3 Rabbit Abcam ab52915 50 1:1000 1:50 
MMP-7 Rabbit Novus Biologicals NB600-1153 28 1:1000 1:25 
MMP-9 Rabbit Abcam ab76003 92 (pró)/86 (ativa) 1:500 1:100 

MMP-10 Rabbit Novus Biologicals NB100-92182 54 1:1000 1:50 
MMP-13 Rabbit Abcam ab39012 54 1:1000 1:200 

MMP-14/MT1-MMP Rabbit Novus Biologicals NB110-57216 66 (pró)/56 (ativa) 1:1000 1:50 
MMP-15/MT2-MMP Rabbit Novus Biologicals NB600-1486 76 1:200 1:50 
MMP-16/MT3-MMP Rabbit Abcam Ab73877 57 1:200 1:100 
MMP-17/MT4-MMP Rabbit BioVision 3537-100 62 1:100 1:50 
MMP-24/MT5-MMP Rabbit Biovision  58 1:200 1:50 
MMP-25/MT6-MMP Rabbit Abcam ab39032 65 1:200 1:50 

MMP-28 Rabbit Abcam ab11791 62/58  1:1000 1:50 
TIMP-1 Rabbit Abcam ab38978 28 1:500 1:50 
TIMP-2 Mouse Calbiochem IM56 21 1:2000 1:50 
TIMP-3 Rabbit Abcam ab39185 24 1:500 1:250 
TIMP-4 Rabbit Abcam ab58425 26 1:500 1:50 
RECK Rabbit Cell Signaling 3433 100/110 1:1000 1:50 

Colágeno tipo I Rabbit Calbiochem 234167 139 1:100 1:100 
Actina Rabbit Thermo PA1-16890 42 1:5000 - 
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4.3.4.5 Normalização dos Resultados 

 

As bandas obtidas para as proteínas/enzimas avaliadas foram analisadas no 

software ImageJ, onde a área correspondente a cada banda foi selecionada e obtida 

um valor em pixels e este valor de cada proteína/enzima alvo foi normalizado com o 

valor obtido para a proteína actina referente ao mesmo período experimental. Assim 

a razão entre eles determinou se houve aumento ou diminuição da quantidade de 

proteína detectada e estes valores foram utilizados na confecção dos gráficos. 

 

4.3.5 Imunofluorescência 

 

As células foram semeadas em placas de multipoços P24 (2.500 células/cm2) e 

analisadas 6 dias depois. Os poços foram lavados com PBSA, fixados com 

paraformoldeído 4% e 0,01% TRITON X por 10 min à 37 °C, incubados com solução 

de bloqueio (BSA 2% em PBSA) por 30 min à temperatura ambiente. Em seguida, 

os anticorpos primários foram incubados à 4 °C overnight (Quadro 7). No segundo 

dia, o anticorpo secundário fluorescente (diluição 1:1000) foi incubado por 1 h à 

temperatura ambiente e foi feita a coloração nuclear com DAPI 300 nM (“4',6-

diamidino-2-phenylindole”, D9542, Sigma-Aldrich) por 10 min à temperatura 

ambiente. A visualização foi feita em microscópio de fluorescência (Observer D1, 

Zeiss) com o filtro específico para o fluoróforo utilizado e as imagens foram captadas 

com a câmera Axio Cam Hc. 

 

4.3.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Vide protocolo descrito no tópico 4.2.7. 

 
4.4 Análise Estatística dos Resultados 
 

 Para a construção dos gráficos e análises estatísticas foi utilizado o software 

GraphPad Prism 6. As diferenças estatísticas entre os grupos, para os ensaios de 

curva de proliferação e MTT, foram determinadas através da análise de variância 

(two-way ANOVA) seguida do post hoc de Bonferroni para identificar quais dos 
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pares de grupos diferem. O nível de significância adotado foi de 5%, ou seja, quando 

p ≤ 0,05 há significância estatística. A estatística descritiva foi utilizada para os 

resultados que mostram o perfil de expressão gênica (PCR em tempo real) e perfil 

de expressão protéica (western blotting). 
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5 RESULTADOS 

 
5.1 Caracterização das DPSCs 
 

Os experimentos de caracterização foram realizados na #P4 para os 3 

pacientes. As DPSCs isoladas apresentaram morfologia fibroblastóide e, quando 

subconfluentes, se apresentavam de forma mais espraiada e delgada (Figura 6A). 

Sua ultraestrutura mostrou citoplasma contendo mitocôndrias alongadas e retículo 

endoplasmático rugoso bem definido bem como morfologia nuclear típica (Figura 

6B). Após o ensaio de senescência, não foram identificadas células com coloração 

azulada, portanto não senescentes (Figura 6C).  

 

Figura 6 –  Caracterização morfológica das DPSCs. 

 
(A) Imagem representativa do aspecto morfológico fibroblastóide das DPSCs cultivadas em meio 
clonogênico (n=3); (B) Imagem representativa da ultraestrutura por MET (m=mitocôndria, n=núcleo, 
rer=retículo endoplasmático rugoso); e (C) Ausência de coloração azulada no citoplasma das DPSCs 
após o ensaio de senescência (n=3). Aumento: 100 x (A), 200 x (C) e 20.000 x (B). 
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Para o ensaio de formação de colônia, após 10 dias em cultura em baixa 

densidade (50 céls/cm2), observou-se a formação de colônias e, na densidade de 

210 céls/cm2, não foi possível definir claramente colônias e sim células em 

subconfluência (Figura 7A). Microscopicamente, foram observadas morfologia 

fibroblastóide em ambas as densidades e com a aparência de fusão de colônias 

(Figura 7B – detalhe em amarelo). 

 
Figura 7 –  Ensaio de formação de colônia  

(A) Aspecto macroscópico das DPSCs após 10 dias em cultura celular nas duas densidades celulares 
avaliadas; (B) Aspecto microscópico representativo das DPSCs. Aumento: 100 x (B). 

 

No ensaio de proliferação celular, a curva de crescimento mostrou-se com 

aspecto típico de fase exponencial nos períodos iniciais e chegando ao platô nos 

períodos finais. Após 120 hs, o paciente 1 proliferou mais do que o paciente 3 e o 

paciente 2 proliferou mais do que o paciente 3. Após 144 hs, o paciente 1 proliferou 

mais do que os pacientes 2 e 3 e o paciente 2 proliferou mais do que o paciente 3. 

Após 168 hs, o paciente 1 proliferou mais do que os pacientes 2 e 3 (Figura 8A). O 

tempo de dobramento (TD) para cada período experimental também foi calculado, 

sendo que é inversamente proporcional ao crescimento celular. De forma geral, os 

pacientes 1, 2 e 3 apresentaram TD ≅ 19 hs, ≅ 22 hs e ≅ 25 hs, respectivamente, 



	

	
	

	

	

65	

refletindo os dados observados para a curva de crescimento. No ensaio de 

viabilidade celular, apesar do paciente 1 ter apresentado maior proliferação em 

relação aos outros pacientes, a curva de viabilidade foi a menor. Da mesma 

maneira, o paciente 3 apresentou a maior curva de viabilidade e o paciente 2 entre 

eles (Figura 8B). 

 
Figura 8 – Ensaios de proliferação celular e viabilidade 

 
Análise de variância (two-way ANOVA) seguida do post hoc de Bonferroni. (A) ***p<0,001 e 
****p<0,0001; (B) **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. 
 

O perfil de marcadores de superfície celular, determinado pela 

imunofenotipagem, mostrou os seguintes marcadores positivos: CD90 – 93%, 

CD105 – 37,1%, CD44 – 30,8%, CD29 – 11%, CD73 – 4,43% e como marcadores 
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negativos: CD45 – 5,2%, CD14 – 0,526%, CD34 – 2,28%, CD31 – 0,929% e o 

controle isotípico (IgG1 – 1,02%), reforçando que as células isoladas são células-

tronco mesenquimais (Figura 9).  

 
Figura 9 – Imunofenotipagem das DPSCs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise dos histogramas realizados no software 
FlowJo. Pico em vermelho representa o controle 
negativo (células sem partículas fluorescentes).  
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O colágeno tipo I foi imunolocalizado disperso no citoplasma e, fortemente, no 

perímetro perinuclear (Figuras 10 A-C).  

 
Figura 10 – Imunofluorescência das DPSCs (Col I) 

(A) DPSCs coradas pelo anticorpo colágeno tipo I (fluoróforo verde); (B) núcleos corados por DAPI 
(fluoróforo azul); e (C) sobreposição de imagens. Aumento: 200 x. 

 

Após a indução da diferenciação adipogênica por 35 dias, foi verificada 

diferenciação das DPSCs em células tipo adipócito evidenciadas pela coloração 
vermelha das gotículas lipídicas (Figura 11). 

 

5.2 Avaliação da expressão das MMPs e seus inibidores nas DPSCs 
 

O perfil de expressão da maioria das MMPs e seus inibidores, nas DPSCs 

isoladas, foi realizado na #P5. 

Dentre as colagenases (MMPs -1, -8 e -13), a MMP-1 foi imunolocalizada 

dispersa no citoplasma e, mais evidente, próximo à membrana celular, 

provavelmente, no perímetro pericelular (Figuras 12 A-C). A MMP-13 também foi 

localizada de forma dispersa no citoplasma, porém bem fraca (Figuras 12 D-F). A 

MMP-8 não foi avaliada. 

Dentre as gelatinases (MMPs -2 e -9), a MMP-2 foi imunolocalizada dispersa 

no citoplasma e no perímetro perinuclear ou núcleo (Figuras 12 G-I). Já a MMP-9 

não foi expressa pelas DPSCs.   
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Figura 11 – Coloração por Oil Red

 
Imagem microscópica representativa da coloração de oil red após a indução da diferenciação 
adipogênica in vitro por 35 dias (n=3). Aumento: 40 x.  
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Figura 12 – Imunofluorescência das DPSCs (colagenases, gelatinases e 
matrilisinas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Imagem representativa da imunofluorescência das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo 
anticorpo primário (fluoróforo verde); (B, E, H e K) núcleos corados por DAPI (fluoróforo azul); e (C, F, 
I, L) sobreposição de imagens. Aumento: 200 x.  
  



	

	
	

	

	

70	

Dentre as matrilisinas (MMPs -7 e -26), a MMP-7 foi fortemente localizada 

dispersa no citoplasma e no perímetro perinuclear ou núcleo (Figuras 12 H-J). A 

MMP-26 não foi analisada. 

Dentre as estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11), a MMP-10 e a MMP-13 

também foram localizadas de forma dispersa no citoplasma, porém bem fraca 

(Figuras 13 A-C). A MMP-3 não foi expressa pelas DPSCs e a MMP-11 não foi 

avaliada. 

Dentre as MMPs sem grupo definido (MMPs -12, -19, -20, -23, -27 e -28), a 

MMP-28 foi fortemente imunolocalizada dispersa no citoplasma e no perímetro 

perinuclear ou núcleo (Figuras 13 D-F). As demais não foram analisadas. 

Dentre as MMPs ancoradas à membrana celular via âncora GPI (MMPs -17 e 

-25), a MMP-25 foi imunolocalizada dispersa no citoplasma e no perímetro 

perinuclear ou núcleo (Figuras 13 G-I), enquanto a MMP-17 foi fracamente 

detectada (Figuras 13 J-L).  

Dentre as MMPs ancoradas à membrana via domínio transmembrana (MMPs 

-14, -15, -16 e -24), as MMP-14, MMP-15 e MMP-16 foram imunolocalizadas na 

membrana celular bem como no perímetro perinuclear ou núcleo (Figuras 14 A-I), já 

a MMP-24 ficou restrita fracamente ao núcleo (Figuras 14 J-L). 

 Dentre as TIMPs, as TIMP-1 (Figuras 15 A-C) e TIMP-3 (Figuras 15 G-I) 

foram imunolocalizadas no citoplasma e, principalmente, no perímetro perinuclear, 

sendo a TIMP-1 a mais proeminente. A TIMP-2 foi imunolocalizada no citoplasma 

(Figuras 15 D-F). A TIMP-4 parece estar imunolocalizada na membrana celular ou 

perímetro pericelular, mas de forma fraca (Figuras 15 J-L). Já RECK, foi 

imunolocalizado de forma dispersa no citoplasma e na membrana celular (Figuras 15 

M-O). 

 Em conjunto, houve intensa imunolocalização das MMPs -7, -14, -15, -25, -28 

e TIMPs -1 e -3. 
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Figura 13 – Imunofluorescência das DPSCs (estromilisinas, outros e MT-MMPs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagem representativa da imunofluorescência das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo 
anticorpo primário (fluoróforo verde); (B, E, H e K) núcleos corados por DAPI (fluoróforo azul); e (C, F, 
I, L) sobreposição de imagens. Aumento: 200 x.   
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Figura 14 – Imunofluorescência das DPSCs (MT-MMPs) 

 
Imagem representativa da imunofluorescência das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo 
anticorpo primário (fluoróforo verde); (B, E, H e K) núcleos corados por DAPI (fluoróforo azul); e (C, F, 
I, L) sobreposição de imagens. Aumento: 200 x. 
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Figura 15 – Imunofluorescência das DPSCs (Inibidores das MMPs)                                            
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Imagem representativa da imunofluorescência das DPSCs (n=3) (A, G, J e M) células coradas pelo 
anticorpo primário (fluoróforo verde);(D) fluoróforo vermelho; (B, E, H, K e N) núcleos corados por 
DAPI (fluoróforo azul); e (C, F, I, L e O) sobreposição de imagens. Aumento: 200 x.   
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5.3 Avaliação da osteogênese in vitro a partir das DPSCs 
 

Os experimentos para a avaliação da osteogênese in vitro foram realizados 

na #P5 para os 3 pacientes. 

Os pacientes analisados apresentaram perfis de expressão gênica diferentes 

para o Col I, no entanto, de forma geral, foram regulados negativamente (Figuras 

16A-B) ou estão com a mesma expressão em relação ao controle (Figura 16C e D).  

 

Figura 16 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in 
vitro (Col I)   
 

Análise da expressão gênica do colágeno tipo I após a indução da diferenciação osteogênica in vitro 
das DPSCs por 35 dias. (A) paciente 1; (B) paciente 2; (C) paciente 3 e (D) média (n=3). Amostra 
calibradora: DPSCs indiferenciadas (P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs 
indiferenciadas; barra quadriculada cinza: DPSCs em meio clonogênico (controle) e barra preta: 
DPSCs em meio osteogênico. 
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Através da quantificação da atividade da fosfatase alcalina, foi verificado o 

aumento gradativo da atividade do 1° ao 14° dia e diminuição a partir do 14° dia.  

Sendo este um padrão esperado para este tipo de diferenciação (Figura 17). 
 

Figura 17 – Quantificação da atividade da fosfatase alcalina durante a indução da 
diferenciação osteogênica in vitro 

 

Imagem representativa da quantificação da atividade da fosfatase alcalina nas DPSCs após a 
indução da diferenciação osteogênica in vitro por 28 dias (n=3).  

 

As DPSCs induzidas à diferenciação osteogênica in vitro formaram nódulos 

de mineralização corados pela Alizarina Vermelha, onde houve aumento progressivo 

da coloração ao longo dos períodos experimentais nas células induzidas à 

diferenciação osteogênica, sendo o paciente 1 a partir de 7 dias e os pacientes 2 e 3 

a partir de 14 dias. Foi observado nenhuma ou pouca coloração nas células 

mantidas em meio clonogênico (controle) (Figuras 18 e 19).  
 

  



	

	
	

	

	

76	

Figura 18 – Coloração de alizarina vermelha durante a indução da diferenciação 
osteogênica in vitro (análise macroscópica) 

 

Análise da formação de nódulos de mineralização pela coloração de alizarina vermelha após a 
indução da diferenciação osteogênica in vitro por 35 dias (n=3). 
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Figura 19 – Coloração de alizarina vermelha durante a indução da diferenciação 
osteogênica in vitro (análise microscópica)  

 
Imagem representativa da coloração dos nódulos de mineralização pela coloração de alizarina 
vermelha após a indução da diferenciação osteogênica in vitro por 35 dias (n=3). Aumento: 40 x.   
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 A análise ultraestrutural das DPSCs por MET, após indução da diferenciação 

osteogênica por 35 dias, revelou que estas possuem mitocôndrias alongadas, 

proeminente retículo endoplasmático rugoso e, ainda, muitas vesículas 

intracelulares. Ao nível da membrana plasmática, foram observadas regiões com 

invaginações características de cavéolas ou bolsas clatrina-dependentes, indicando 

atividade secretora para a MEC ou endocitose (Figura 20A). Foram observadas 

fibras colágenas mineralizadas na MEC (Figura 20B). As DPSCs mantidas pelo 

mesmo período, só que com o meio clonogênico, também secretaram colágeno tipo 

I para a MEC, mas apresentaram aspecto bem diferente daquelas em diferenciação, 

sendo nítidas as características de célula senescente (Figura 20C) e em apoptose 

(Figura 20D), com a compartimentalização dos conteúdos nuclear e citoplasmático. 

 

Figura 20 – Análise da ultraestrutura das células durante a indução da diferenciação 
osteogênica in vitro 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Imagem representativa da ultraestrutura das DPSCs por MET. Aumento: 10.000 x (A e C) e 20.000 x 
(B e D). 
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5.4 Avaliação da expressão gênica das MMPs e seus inibidores nas DPSCs           
durante a osteogênese in vitro  

 

O perfil de expressão gênica da maioria das MMPs e seus inibidores, nas 

DPSCs isoladas, foi realizado na #P5 para os 3 pacientes. 

Em determinados genes, os pacientes analisados apresentaram perfis 

semelhantes e, em outros, perfis distintos. 

Dentre as colagenases (MMPs -1, -8 e -13), a MMP-8 não foi avaliada. 

Analisando a relação indução da diferenciação vs. controle, para o paciente 1, a 

MMP-1 foi regulada negativamente nas amostras induzidas à diferenciação 

osteogênica durante todos os períodos experimentais, exceto em 21 e 35 dias onde 

a expressão foi igual ao do controle (Figura 21A). Para o paciente 2, a MMP-1 foi 

regulada positivamente apenas em 1 e 7 dias pós-indução e, a partir deste período, 

regulada negativamente (Figura 21B). Para o paciente 3, foi regulada positivamente 

apenas em 14 dias pós-indução e regulada negativamente em todos os demais 

períodos (Figura 21C). Já para a MMP-13, a expressão no paciente 1 foi regulada 

negativamente em todas as amostras induzidas à diferenciação, exceto em 21 dias 

(Figura 21E). Para o paciente 2, foi regulada positivamente apenas em 1 dia pós-

indução (Figura 21F). Para o paciente 3, foi regulada negativamente em todas as 

amostras induzidas à diferenciação (Figura 21G). Analisando a relação das 

amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, para a MMP-1, no paciente 1, 

a maioria das amostras do grupo controle foram reguladas positivamente e todas do 

grupo osteogênico foram reladas negativamente (Figura 21A). Para o paciente 2, 

todas as amostras de ambos os grupos foram reguladas positivamente, exceto 

controle 1 dia (Figura 21B). Para o paciente 3, as amostras de ambos os grupos 

foram reguladas positivamente, exceto 1 e 7 dias do grupo osteogênico (Figura 

21C). Para a MMP-13, no paciente 1, a maioria das amostras do grupo controle 

foram reguladas positivamente (exceto 1 e 21 dias) bem como do grupo osteogênico 

(exceto 1 e 7 dias) (Figura 21E). Para o paciente 2, as amostras de ambos os 

grupos foram reguladas positivamente, exceto controle 1 dia e osteogênico 14 dias 

(Figura 21F). Para o paciente 3, as amostras de ambos os grupos foram reguladas 

positivamente, exceto osteogênico 7 e 14 dias (Figura 21F). Em conjunto, o perfil de 
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expressão de ambas as colagenases revelou que estas são expressas nos dois 

grupos experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo controle do que no 

grupo osteogênico (Figuras 21 D e H), assim, essas enzimas podem estar 

relacionadas tanto à manutenção do estado indiferenciado das DPSCs quanto à 

diferenciação osteoblástica. 

Dentre as gelatinases (MMPs -2 e -9), a MMP-9 não apresentou curva de 

melting e amplificação específicos e foi considerada como não amplificada, portanto, 

não expressa. Analisando a relação indução da diferenciação vs. controle no 

paciente 1, a MMP-2 foi regulada positivamente apenas em 35 dias pós-indução, 

mas apresentou expressão igual ao controle em 7, 21 e 28 dias (Figura 22A). Para o 

paciente 2, foi regulada positivamente de 1 a 14 dias pós-indução e, negativamente, 

de 21 a 35 dias (Figura 22B). No paciente 3, foi regulada negativamente em todos os 

períodos da indução da diferenciação osteogênica, exceto em 28 dias onde a 

expressão foi igual ao controle (Figura 22C). Analisando a relação das amostras do 

grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, para o paciente 1, a maioria das amostras 

do grupo controle foram reguladas positivamente (exceto 1 e 35 dias) bem como as 

do grupo osteogênico (exceto 1 dia) (Figura 22A). Para o paciente 2, a maioria das 

amostras do grupo controle foram reguladas positivamente (exceto 1 e 7 dias) bem 

como do grupo osteogênico (exceto 7 dias) (Figura 22B). Para o paciente 3, todas as 

amostras de ambos os grupos foram altamente expressas (Figura 22C). Em 

conjunto, o perfil de expressão da MMP-2 revelou que esta é expressa nos dois 

grupos experimentais, no entanto, sendo um pouco mais expressa no grupo controle 

do que no grupo osteogênico, mas de forma muito semelhante (Figura 22 D), assim, 

esta enzima pode estar relacionada tanto à manutenção do estado indiferenciado 

das DPSCs quanto à diferenciação osteoblástica. 

Dentre as MMPs sem grupo definido (MMPs -12, -19, -20, -23, -27 e -28), a 

MMP-19 não apresentou curva de melting e amplificação específicos e foi 

considerada como não amplificada, portanto, não expressa e as MMPs -12, -20, -23 

e -27 não foram avaliadas. Analisando a relação indução da diferenciação vs. 

controle para a MMP-28, verificamos um perfil distinto para o paciente 1 e bem 

semelhante dos pacientes 2 e 3 semelhantes nos 3 pacientes analisados. Para o 
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paciente 2, houve regulação positiva em 1, 7, 14 e 28 dias pós-indução, regulação 

negativa apenas em 21 dias e expressão igual ao controle em 35 dias (Figura 22F). 

No paciente 3, houve regulação positiva em 1, 7, 14 e 35 dias pós-indução, 

regulação negativa em 21 dias e expressão igual ao controle em 28 dias (Figura 

22G). Analisando a relação das amostras do grupo controle e osteogênico vs. 

DPSCs, no paciente 1, praticamente, todas as amostras foram reguladas 

negativamente (Figura 22E), enquanto nos pacientes 2 e 3, todas as amostras de 

ambos os grupos foram reguladas positivamente (Figuras 22 F-G). Em conjunto, o 

perfil de expressão da MMP-28 revelou que esta é expressa nos dois grupos 

experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo osteogênico do que no 

grupo controle (Figura 22 H), assim, esta enzima pode estar relacionada tanto à 

manutenção do estado indiferenciado das DPSCs quanto à diferenciação 

osteoblástica. 

Dentre as estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11), a MMP-11 não foi avaliada. 

Analisando a relação indução da diferenciação vs. controle para a MMP-3, o 

paciente 1, foi regulado negativamente, exceto em 35 dias (Figura 23A) e um perfil 

semelhante foi visto para o paciente 2, exceto em 14 dias pós-indução (Figura 23B). 

Já no paciente 3, houve regulação positiva de 14 a 35 dias pós-indução (Figura 

23C). Analisando a relação amostras grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, no 

paciente 1, apenas as amostras controle 28 dias e osteogênico 28 dias foram 

reguladas positivamente (Figura 23A), para o paciente 2, todas as amostras foram 

reguladas positivamente, exceto 35 dias (Figura 23B) e para o paciente 3, apenas as 

amostras de 14 a 35 dias pós-indução foram reguladas positivamente (Figura 23C). 

Analisando a relação indução da diferenciação vs. controle para a MMP-10, houve 

um perfil semelhante em todos os 3 pacientes, sendo que todas as amostras foram 

reguladas negativamente para os pacientes 1 (Figura 23E) e 3 (Figura 23G), com 

exceção do osteogênico 1 dia para o paciente 2 (Figura 23F). Analisando a relação 

das amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, no paciente 1 apenas as 

amostras do grupo controle foram reguladas positivamente (Figura 23E) e para os 

pacientes 2 e 3 todas as amostras foram reguladas positivamente (exceto controle 1 

dia para o paciente 2) (Figuras 23 F-G). Em conjunto, o perfil de expressão de 
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ambas as estromelisinas revelou que essas são expressas nos dois grupos 

experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo controle que no grupo 

osteogênico (Figuras 23 D e H), assim, estas enzimas podem estar relacionadas 

tanto à manutenção do estado indiferenciado das DPSCs quanto à diferenciação 

osteoblástica. 

As matrilisinas (MMPs -7 e -26) não foram avaliadas.  

Dentre as MMPs ancoradas à membrana via domínio transmembrana (MMPs -

14, -15, -16 e -24), a MMP-24 não foi avaliada. Analisando a relação indução da 

diferenciação vs. controle para a MMP-14, no paciente 1, houve regulação positiva 

em 7, 14, 21 e 35 dias pós-indução e, negativa, apenas em 28 dias (Figura 24A). No 

paciente 2, a MMP-14 foi regulada positivamente em 1 a 14 dias pós-indução e, 

negativamente, de 21 a 35 dias (Figura 24B). Já no paciente 3, houve regulação 

positiva em todos os períodos, exceto em 1 dia pós-indução (Figura 24C). Para a 

MMP-15, tanto o paciente 1 quanto o 3, apresentaram regulação positiva de 7 a 35 

dias pós indução (Figuras 24 E e G), enquanto o paciente 2 apresentou regulação 

positiva de 1 a 14 dias e, negativa, de 21 a 35 dias (Figura 24F). Para a MMP-16, 

houve uma expressão bastante distinta entre os 3 pacientes analisados, oscilando 

ora maior expressão no grupo controle ora maior no grupo osteogênico (Figuras 24I-

K). Analisando a relação das amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, 

a MMP-14, no paciente 1, foi regulada positivamente no grupo osteogênico de 14 a 

35 dias e, no grupo controle, em 14 e 28 dias (Figura 24A). Já os pacientes 2 e 3, 

tiveram regulação positiva da expressão em todos os períodos experimentais e em 

ambos os grupos, exceto a amostra controle 7 dias no paciente 2 (Figuras 24B-C). 

Para a MMP-15, houve regulação positiva das amostras do grupo osteogênico de 7 

a 35 dias e, do grupo controle, apenas em 28 dias (Figura 24E). Já nos pacientes 2 

e 3, todas as amostras de ambos os grupos foram reguladas positivamente (Figuras 

24F-G). Em conjunto, o perfil de expressão das MT-MMPs ancoradas via domínio 

transmembrana revelou que essas são expressas nos dois grupos experimentais, no 

entanto, sendo mais expressa no grupo osteogênico que no grupo controle (Figuras 

24 D, H e L), assim, estas enzimas podem estar relacionadas tanto à manutenção 

do estado indiferenciado das DPSCs quanto à diferenciação osteoblástica. 
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 Dentre as MMPs ancoradas à membrana celular via âncora GPI (MMPs -17 e 

-25), a MMP-25 não apresentou curva de melting e amplificação específicos e foi 

considerada como não amplificada, portanto, não expressa. Analisando a relação 

indução da diferenciação vs. controle para a MMP-17, no paciente 1, foi regulada 

positivamente em 7, 14, 21 e 35 dias pós-indução (Figura 25A). Para o paciente 2, 

foi regulada positivamente de 1 a 7 dias pós-indução, com expressão igual ao 

controle em 14 dias e regulação negativa de 21 a 35 dias (Figura 25B). No paciente 

3, houve regulação positiva de 7 a 35 dias pós-indução (Figura 25C). Analisando a 

relação das amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, a MMP-17 foi 

regulada positivamente em ambos os grupos experimentais nos 3 pacientes 

avaliados, exceto a amostra controle 14 dias no paciente 1 e osteogênico 1 dia no 

paciente 3 (Figuras 25A-C). Em conjunto, o perfil de expressão da MMP-17 revelou 

que essa é expressa no grupo osteogênico de 1 a 7 dias e mais expressa no grupo 

controle de 21 a 35 dias (Figura 25D), assim, esta enzima pode estar relacionada 

tanto à manutenção do estado indiferenciado das DPSCs quanto à diferenciação 

osteoblástica em estágios iniciais. 

 Já para o inibidor das MMPs ancorado à membrana celular via âncora GPI 

(RECK), o perfil de expressão nos 3 pacientes avaliados foi bastante discrepante. 

Analisando a relação indução da diferenciação vs. controle, no paciente 2, somente 

houve regulação positiva em 1 dia pós-indução (Figura 25F) e, no paciente 3, 

apenas regulação positiva em 14 dias (Figura 25G). Analisando a relação das 

amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, RECK, no paciente 1, foi 

regulado negativamente em todos os períodos experimentais para ambos os grupos 

(Figura 25E), enquanto no paciente 3, foi regulado positivamente em todos os 

períodos experimentais para ambos os grupos (Figura 25G). No paciente 2, houve 

regulação positiva apenas para as amostras 1 e 14 dias no grupo osteogênico e 14, 

21 e 35 dias no grupo controle (Figura 25G). Em conjunto, o perfil de expressão de 

RECK revelou que este é expresso em ambos os grupos experimentais (Figura 

25H), assim, esta proteína pode estar relacionada tanto à manutenção do estado 

indiferenciado das DPSCs quanto à diferenciação osteoblástica. 
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 Dentre os inibidores teciduais das MMPs secretados para a MEC (TIMPs), 

analisando a relação indução da diferenciação vs. controle, a TIMP-1, no paciente 1, 

foi regulada positivamente em todos os períodos experimentais, exceto 28 dias 

(Figura 26A). No paciente 2, regulação positiva apenas em 1 e 14 dias pós-indução 

(Figura 26B). O paciente 3 apresentou um perfil bastante semelhante ao paciente 1, 

diferindo por ser regulado negativamente em 1 dia pós-indução e com expressão 

semelhante ao controle ou ligeiramente maior nos demais períodos experimentais 

(Figura 26C). Para a TIMP-2, no paciente 1, houve regulação positiva em 1, 7, 21 e 

35 dias pós-indução (Figura 26E). No paciente 2, houve regulação positiva somente 

em 1 e 14 dias pós-indução (Figura 26F). No paciente 3, houve regulação positiva 

de 1 a 14 dias e em 35 dias e expressão igual ao do controle em 21 e 28 dias 

(Figura 26G). Para a TIMP-3, apenas o paciente 3 apresentou expressão superior à 

da DPSC (Figuras 27A-B), havendo regulação positiva de 14 a 35 dias pós-indução 

(Figura 27C). Para a TIMP-4, o paciente 1 não apresentou expressão superior à da 

DPSC (Figuras 27E). No paciente 2, houve regulação positiva de 1 a 14 dias pós-

indução e, negativa, de 21 a 35 dias (Figura 27F). No paciente 3, houve regulação 

positiva em 7, 14, 28 e 35 dias pós-indução, regulação negativa em 1 dia e 

expressão igual ao controle em 21 dias (Figura 27G). Analisando a relação das 

amostras do grupo controle e osteogênico vs. DPSCs, a TIMP-1 foi regulada 

positivamente em todos os períodos experimentais e em ambos os grupos nos 

pacientes 1 e 3, com exceção da amostra osteogênico 1 dia no paciente 3 (Figuras 

26A e C). Já para o paciente 2, houve regulação positiva apenas para as amostras 

controle 14, 21 e 28 dias e osteogênico 14 dias (Figura 26B). De forma semelhante, 

a TIMP-2 foi regulada positivamente em todos os períodos experimentais e em 

ambos os grupos nos pacientes 1 e 3 (Figuras 26E e G). Ainda de forma semelhante 

para o paciente 2, houve regulação positiva apenas para as amostras controle 14, 

21 e 28 dias e osteogênico 14 dias (Figura 26F). Para a TIMP-3, os pacientes 1 e 2 

apresentaram perfil semelhante, onde todas as amostras de ambos os grupos 

experimentais foram reguladas negativamente (Figuras 27A-B). Para o paciente 3, 

todas as amostras de ambos os grupos experimentais foram reguladas 

positivamente, exceto a amostra osteogênico 1 dia (Figuras 27C). Para a TIMP-4, no 
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paciente 1 todas as amostras de ambos os grupos experimentais foram reguladas 

negativamente (Figura 27A), enquanto nos pacientes 2 e 3, todas as amostras de 

ambos os grupos experimentais foram reguladas positivamente, exceto a amostra 

controle 1 dia (Figuras 27A-B). Em conjunto, o perfil de expressão das TIMPs 

revelou que estas são expressas em ambos os grupos experimentais, assim, estas 

proteínas podem estar relacionadas tanto à manutenção do estado indiferenciado 

das DPSCs quanto à diferenciação osteoblástica. 

 

5.5 Avaliação da expressão protéica após a indução da osteogênese in vitro  
 

O perfil de expressão protéica, nas DPSCs isoladas, foi realizado na #P5. 

A análise da expressão protéica e os dados apresentados são referentes às 

amostras de proteínas do paciente 2 (controle e diferenciação osteogênica). 

Para a MMP-2, foram detectadas 3 bandas específicas relacionadas às 

formas inativa (pró-enzima), intermediária e ativa. A pró-enzima foi detectada em 

todas as amostras do controle e com forte diminuição em 35 dias. Em relação às 

amostras da indução da diferenciação osteogênica, todas apresentaram esta forma 

e de forma aumentada ao longo dos períodos experimentais. A forma intermediária 

foi detectada em todas as amostras. A forma ativa começou a ser detectada a partir 

de 14 dias tanto no controle quanto na diferenciação osteogênica, sendo 

visivelmente aumentada de 28 a 35 dias durante a diferenciação osteogênica em 

relação ao controle e em relação as formas intermediária e pró-enzima (Figura 28A e 

B).  

Para a MMP-14, foram detectadas 2 bandas específicas relacionadas as 

formas inativa e ativa. De forma geral, a forma ativa foi detectada em todas as 

amostras, mas havendo notável aumento durante a diferenciação osteogênica de 28 

a 35 dias em relação ao controle e em relação a forma inativa (Figura 28A e C). 

Em conjunto, o aumento da forma ativa da MMP-14 está relacionado à 

ativação da pró-MMP-2 de 28 a 35 dias pós-indução, sugerindo atividade 

colagenolítica e gelatinolítica, respectivamente, sendo estes períodos relacionados à 

fase final da diferenciação osteoblástica e mineralização. 
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Figura 21 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (colagenases) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise da expressão gênica da MMP-1 e MMP-13 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico. 
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Figura 22 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (gelatinases e outros) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análise da expressão gênica da MMP-2 e MMP-28 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico.  
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Figura 23 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (estromelisinas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Análise da expressão gênica da MMP-3 e MMP-10 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico.  
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Figura 24 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (MT-MMPs) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Análise da expressão gênica da MMP-14, MMP-15 e MMP-16 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 
1, 2, 3 e média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra 
quadriculada cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico.  
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Figura 25 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (MT-MMP e inibidor de MMP) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análise da expressão gênica da MMP-17 e RECK após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico.  
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Figura 26 – Expressão gênica durante a indução da diferenciação osteogênica in vitro (inibidores de MMPs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise da expressão gênica da TIMP-1 e TIMP-2 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico.  
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Figura 27 – Expressão gênica das DPSCs (inibidores de MMPs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise da expressão gênica da TIMP-3 e TIMP-4 após a indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e 
média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endógeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada 
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogênico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogênico. 
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Figura 28 – Expressão protéica durante a indução da diferenciação osteogênica in 
vitro  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise da expressão protéica após indução da diferenciação osteogênica in vitro das DPSCs por 35 
dias (n=1). (A) Bandas obtidas por western blotting e (B e C) análise semi-quantitativa (unidade 
arbitrária). Proteína endógena: actina. Barra vermelha: forma inativa (pró-enzima); barra amarela: 
forma intermediária; barra azul: forma ativa.   
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6 DISCUSSÃO 
 

 Este trabalho traz o primeiro relato sobre a expressão das MMPs e seus 

inibidores nas células-tronco da polpa dentária humana bem como a modulação da 

expressão gênica durante a indução da diferenciação óssea in vitro. 

 

6.1 Identificação das MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs 

 

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

complexo dentina-polpa dentária humana sadia: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, 

MMP-13, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-12, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 

(Palosaari et al., 2000, 2002, 2003; Sulkala et al., 2002, 2004) e a modulação da 

expressão está relacionada à eventos de progressão da cárie na dentina (Chaussain 

et al., 2013; Tjaderhane et al., 2015) e progressão de lesões periapicais (D'addazio 

et al., 2014). No entanto, a expressão das MMPs/TIMPs nunca foi associada às 

DPSCs não somente no complexo dentina-polpa dentária, como também em outras 

regiões mais centrais da polpa dentária. Nosso grupo tem estudado a localização 

das MMPs/TIMPs associadas aos marcadores de superfície celular de MSCs em 

diversos nichos da polpa dentária, inclusive, a primeira descrição de RECK neste 

tecido (Rolim – dados não publicados). Assim, essa expressão em uma população 

heterogênea de DPSCs pode ser importante para a manutenção do estado 

indiferenciado destas células nesses nichos teciduais específicos e, ainda, as 

DPSCs isoladas podem continuar a expressá-las in vitro. A grande maioria das 

MMPs foram diferencialmente localizadas em diversas regiões celulares das DPSCs, 

sendo que a expressão mais proeminente foi das MMPs -7, -14, -15, -25, -28 e 

TIMPs -1 e -3 e, ainda, detectamos as formas inativa e ativa das MMP-2 e MMP-14, 

reforçando essa nossa teoria.  

 Recentes trabalhos têm mostrado a expressão de MMPs/TIMPs em MSCs 

derivadas da medula óssea (Lozito et al., 2011), tecido muscular e adiposo (Lozito et 

al., 2011, 2014) e que elas estão bastante relacionadas à uma atividade enzimática 

bem restrita ao perímetro pericelular e à inibição desta atividade pelas TIMPs. 
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Nossos resultados também mostraram que a maioria das MT-MMPs foram 

imunolocalizadas nas DPSCs bem como todas as TIMPs. 

 

6.2 Modulação da expressão gênica das MMPs/TIMPs/RECK durante a indução     
da diferenciação osteogênica in vitro a partir das DPSCs 

 

 Um obstáculo prático na aplicação das MSCs é sua tendência de 

diferenciação espontânea decorrente do extenso cultivo in vitro. Especificamente, a 

osteogênese parece ser uma via de diferenciação padrão para culturas de longo 

prazo, levando-as à senescência e a perderem o seu potencial terapêutico. No 

entanto, in vivo, estes processos nas MSCs residentes são prevenidos devido aos 

nichos teciduais especializados (Sethe et al., 2006). A recapitulação destes nichos 

pode permitir extensa expansão das MSCs sem a perda de seu potencial de multi-

diferenciação in vitro. Para que isto se torne viável é necessário a compreensão da 

natureza do nicho das MSC.  

Neste sentido, a caracterização realizada em baixa passagem (#P4) nos 3 

pacientes utilizados neste trabalho revelou que todos apresentaram positividade 

para os marcadores de superfície celular característicos de MSCs, alta taxa 

proliferativa, metabolismo celular adequado ao seu status celular por não estarem 

em senescência e com viabilidade celular, pela análise da atividade mitocondrial, 

potencial clonogênico em baixa densidade e capacidade de diferenciação 

adipogênica. Isso suporta que a diferenciação osteogênica, constatada pelo 

aumento da atividade da fosfatase alcalina e formação de nódulos de mineralização 

verificados nestas células, é resultado da indução com o meio osteogênico padrão: 

ácido ascórbico (vitamina C – induz a síntese de colágeno tipo I), β-glicerofosfato 

(fonte de fosfato para a mineralização) e dexametasona (glicocorticóide sintético 

envolvido na indução da diferenciação osteoblástica) (Jaiswal et al., 1997; Pittenger 

et al., 1999). No entanto, mantivemos as DPSCs em meio clonogênico também por 

35 dias e, em muitos casos, a expressão gênica das MMPs/TIMPs/RECK foi inferior 

ou igual ao controle, podendo ter havido a diferenciação espontânea de uma fração 

destas células e, como observado pela análise ultraestrutural, estas células estão 

senescentes e apoptóticas. Outra observação é que não houve diferença nos níveis 
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de expressão gênica do colágeno tipo I entre os grupos controle e osteogênico, 

provavelmente, devido a presença do ácido ascórbico na mesma concentração em 

ambos os meios de cultura. 

Alguns trabalhos mostraram que o ácido ascórbico em baixas concentrações 

estimulam as MMPs e, em altas concentrações, as inibem (Philips et al., 2007). O 

ácido ascórbico aumenta a expressão de RECK e TIMP-2 durante a indução da 

diferenciação osteoblástica da linhagem pré-osteoblástica de camundongos MC3T3 

(Zambuzzi et al., 2009). De forma contrária, a dexametasona suprime a expressão 

da TIMP-1 em células MC3T3 e está associada à apoptose das células 

osteoblásticas, não estando associada à inibição das MMPs neste processo (Xie et 

al., 2010). 

 As MMP-1 e MMP-13 são conhecidas por serem secretadas por células 

osteogênicas (Partridge et al., 1996; Varghese et al., 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 et al., 1992; Lynch et al., 1995; Mizuno et al., 2000). Os 

efeitos exercidos pelo colágeno e mediados via sinalização pelas integrinas (Globus 

et al., 1995; Jikko et al., 1999; Reyes et al., 2004; Schneider et al., 2001; Xiao et al., 

1998) ou pela apresentação apropriada de fatores estimulatórios das células 

(Aronow et al., 1990; Franceschi et al., 1992, 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; 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). Ensaios 

funcionais de superexpressão gênica e silenciamento gênico têm revelado 

importantes funções das MMPs/TIMPs/RECK. Em células de osteosarcoma (MG63) 

a superexpressão da MMP-1 diminui os níveis de BMP-2, Dlx2, ALP, osteopontina, 

sialoproteína óssea e aumenta os níveis de TGF-β1 e MSX2 e, o silenciamento 

gênico, aumenta todos os marcadores da diferenciação osteoblástica. Já a 
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superexpressão gênica da MMP-13 diminui os níveis de RUNX2, osteopontina, 

siloproteína óssea e aumenta os níveis de TGF-β1, osteocalcina e MSX2 e, o 

silenciamento gênico, aumenta os níveis de TGF-β1, MSX2, Osterix e diminui os 

níveis de RUNX2 e osteocalcina. Quando há duplo silenciamento gênico, há 

aumento de todos os marcadores osteoblásticos, com exceção de RUNX2 (Hayami 

et al., 2011). Assim, nossos dados revelaram que ambas as MMP-1 e MMP-13 

foram reguladas negativamente ao longo da indução da diferenciação osteogênica, 

corroborando com a literatura, isto sendo importante para a correta sequência de 

diferenciação a partir de MSCs. 

 A MMP-2 é expressa em MC3T3 (Thrailkill et al., 1995), osteoblastos 

humanos (Meikle et al., 1992; Rifas et al., 1989, 1994) e cultura de osteoblastos de 

calvária de camundongos (Kusano et al., 1998). A MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1 

e TIMP-2 também são conhecidas por modular a osteogênese in vitro e a MMP-14 é 

característica do fenótipo de osteblastos maduros em células de cultura primária de 

ratos (Filanti et al., 2000).  

  Ensaios funcionais para as MMPs/TIMPs/RECK foram conduzidos por 

poucos estudos em MSCs. O silenciamento gênico da TIMP-1 em BMSCs levou à 

diminuição da proliferação, atividade metabólica e diferenciação osteogênica via 

Wnt/β-catenina (Egea et al., 2012). O silenciamento gênico de RECK em BMSCs 

também levou à diminuição da diferenciação osteogênica, no entanto, estimulou a 

diferenciação adipogênica também pela via Wnt/β-catenina (Mahl et al., 2016). Nós 

verificamos alta expressão da TIMP-1 em DPSCs bem como altos níveis de 

transcritos ao longo da diferenciação osteoblástica em ambos os grupos 

experimentais, mas mais proeminente no grupo osteogênico. Também verificamos a 

expressão de RECK nas DPSCs, porém os resultados de expressão gênica não 

foram tão conclusivos. 

 Nosso grupo está realizando ensaios funcionais de superexpressão e 

silenciamento gênico nas DPSCs para as MMPs -2, -9 e -14, todas as TIMPs e 

RECK e esperamos ter resultados mais conclusivos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Sugerimos que as MMPs/TIMPs/RECK podem desempenhar importantes 

funções para a manutenção do estado indiferenciado das DPSCs bem como podem 

atuar em diferentes estágios da diferenciação osteogênica e na mineralização in 

vitro. 
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APÊNDICE 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Eu, _____________________________________________________________________ portador do RG n°. 
________________________________, residente a Rua (Av.) 
_______________________________________________________________________________, n°.__________, na cidade 
de _____________________________________________, Estado ____________, (responsável pelo(a) menor 
________________________________________ 
___________________________________)*, matriculado no HU com o n°. _____________, concordo em participar 
na (autorizo sua participação na)* pesquisa de Título “Superexpressão e Inibição gênica da MMP-14 em 
Células-tronco da Polpa Dentária Humana Semeadas em Biomaterial Colágeno-quitosana: 
Influência na Osteogênese in vitro e in vivo”, realizada pela aluna de Mestrado Leticia Miquelitto 
Gasparoni, sob orientação da Profa. Dra. Katiúcia Batista da Silva Paiva (ICB/USP). 
 
A referida pesquisa tem como objetivo: 

• Avaliar se a alteração de alguns genes das células-tronco do dente (células com capacidade de se 
transformarem em vários tipos de células do corpo) pode melhorar a formação de osso. 
 

E fui orientado(a) do seguinte: 
! A polpa dentária será coletada após a remoção cirúrgica do dente; 
! Por se tratar de sobra, não haverá risco ou malefício para a recuperação do paciente; 
! Todos os procedimentos experimentais serão realizados no Laboratório de Biologia da Matriz 

Extracelular (LabMec), não oferecendo qualquer risco ao paciente; 
! A coleta da sobra ocorrerá uma única vez por procedimento cirúrgico (extração terceiro molar ou 

outro dente); 
! Os dados pessoais e clínicos dos pacientes triados para esta pesquisa serão mantidos em sigilo. 

 
 
Estou ciente também de que minha (sua) participação é voluntária e dela posso desistir a qualquer 
momento, sem explicar os motivos e sem comprometer meu tratamento no HU. 
 
 
 
São Paulo, _______ de ____________________, 2016. 
 
 
 
 
 

 
__________________________________________                                     ______________________________________ 
Profa. Dra. Katiúcia Batista da Silva Paiva                                       Assinatura do Paciente (Responsável)* 
 
*Em caso de menor de idade (menor de 21 anos) 
 
Nome do Pesquisador Responsável: Katiucia Batista da Silva Paiva (katipaiva@usp.br) 
Endereço Institucional: Avenida Lineu Prestes, 2415 – ICB III – sala 107 (Instituto de Ciências 
Biomédicas/USP)  Cidade: São Paulo        Estado: SP          CEP: 05508-000 
Telefones:  (011) 2648-8267 (Laboratório); 
  (011) 2648-8254 (Escritório) 
  (011) 97646-6244 (Celular) 
 
Identificação CEP-ICB: Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 – 05508-000 – Cidade Universitária – São Paulo/SP 
– Telefone: (011) 3091-7733 – cep@icb.usp.br 
 
Identificação CEP-HU: Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 – 05508-000 – Cidade Universitária – São Paulo/SP 
– Telefone: (011) 3091-9457 – Fax: (011) 3091-9452 – e-mail: cep@hu.usp.br 


