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RESUMO 

 

ADOLPHO, LF. Efeito de células-tronco mesenquimais derivadas do ligamento 

periodontal de humanos com alto e baixo potencial osteogênico no reparo 

ósseo de defeitos criados em calvárias de ratos. 2021. 85p. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

A terapia com células-tronco mesenquimais (MSCs) é uma das estratégias utilizadas 

em medicina regenerativa e que pode ser aplicada na regeneração óssea. MSCs 

podem ser isoladas de diversos sítios do organismo, como medula óssea, tecido 

adiposo, cordão umbilical, músculo e ligamento periodontal. Nosso grupo de 

pesquisa tem avaliado estratégias para promover a regeneração óssea em modelo 

de defeitos criados em calvária de ratos e, em estudos recentes, demonstramos que 

MSCs injetadas localmente são mais efetivas comparadas ao uso de biomaterial 

isolado ou em combinação com células. A coleta do ligamento periodontal de dentes 

extraídos é um procedimento simples e esse tecido é fonte de PDLSCs (do inglês, 

periodontal ligament stem cells). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que essas 

células têm capacidade de diferenciação osteoblástica e de formar matriz 

mineralizada. Além disso, PDLSCs podem apresentar diferentes potenciais 

osteogênicos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade 

PDLSCs com alto (AP-PDLSCs) e baixo potencial (BP-PDLSCs) osteogênico, além 

de ambas as populações de células misturadas (AP-PDLSCs+BP-PDLSCs), para 

reparar o tecido ósseo, após injeção local em defeitos criados em calvárias de ratos. 

As células foram obtidas do ligamento periodontal de terceiros molares inclusos 

extraídos, caracterizadas in vitro quanto à capacidade de proliferação e 

diferenciação osteoblástica e classificadas como AP-PDLSCs ou BP-PDLSCs. Em 

seguida, defeitos unilaterais, com 5 mm de diâmetro, foram criados em calvárias de 

ratos da linhagem Sprague-Dawley e 2 semanas após a criação dos defeitos, 5x106 

AP-PDLSCs, BP-PDLSCs ou AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (1:1), foram injetadas 

diretamente em cada defeito ósseo. Como controle, foram utilizados defeitos 

tratados com veículo (PBS). Quatro semanas após a injeção, foram avaliadas a 

formação óssea por microtomografia computadorizada, análise histológica, e 

expressão gênica de Runx2, Sp7, Alp, Bglap, Ibsp, Opg, Rankl, Rank, Cd31, Vegfa e 

Vegfr2 por PCR em tempo real. Os resultados demonstram que as PDLSCs 

apresentaram capacidade de adesão ao plástico e fenótipo típico de MSCs, 

evidenciado pela expressão de marcadores mesenquimais e ausência de 

marcadores hematopoiéticos na superfície das células. Ainda, as AP-PDLSCs e BP-

PDLSCs apresentaram in vitro diferentes potenciais de diferenciação osteoblástica, 

demonstrado pela maior atividade in situ de ALP nas AP-PDLSCs. A formação de 

matriz mineralizada, no entanto, foi semelhante nas duas culturas. In vivo, não 

houve diferença na capacidade de induzir o reparo de defeitos ósseo entre AP-



 

PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs e em todos os casos a formação 

óssea foi maior do que nos defeitos tratados com PBS. O tecido neoformado nos 

defeitos tratados com células também apresentou características similares. A 

expressão gênica nos tecidos neoformados indica a ocorrência de remodelação 

óssea nos defeitos tratados com células, principalmente naqueles tratados com AP-

PDLSCs. Tomados em conjunto, os dados demonstraram que, no período avaliado, 

independentemente do potencial osteogênico in vitro, as PDLSCs induziram 

formação óssea semelhante em defeitos criados em calvária de ratos e, portanto, 

podem ser consideradas para o desenvolvimento de terapias celulares para o 

tratamento de defeitos ósseos. 

 

Palavras-chave: Célula-tronco. Osso. Reparo ósseo. Terapia celular. Ligamento 

periodontal. Osteoblasto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

ADOLPHO, LF. Effect of human periodontal ligament-derived mesenchymal 

stem cells with high and low osteogenic potential on bone repair of defects 

created in rat calvaria. 2021. 85p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Therapy with mesenchymal stem cells (MSCs) is one of the strategies used in 

regenerative medicine that can be applied to regenerate bone tissue. MSCs can be 

isolated from several sites of the body, such as bone marrow, adipose tissue, 

umbilical cord, muscle, and periodontal ligament. Our research group has evaluated 

strategies to promote bone regeneration in a model of defects created in rat calvaria 

and, in recent studies, we have shown that locally injected MSCs are more effective 

compared to the use of biomaterial itself or in combination with cells. The periodontal 

ligament harvest from extracted teeth is a simple procedure and this tissue is a 

source of periodontal ligament stem cells (PDLSCs). In vitro and in vivo studies have 

shown that these cells are capable of osteoblastic differentiation and to form 

mineralized matrix. In addition, PDLSCs may have different osteogenic potentials. In 

this context, the aim of this study was to evaluate the capacity of PDLSCs with high 

(AP-PDLSCs) and low osteogenic potential (BP-PDLSCs), as well as both mixed cell 

populations (AP-PDLSCs+BP-PDLSCs), to repair the bone tissue after locally 

injected in defects created in rat calvaria. The cells were obtained from the 

periodontal ligament of extracted third molars, in vitro characterized in terms of their 

capacity for osteoblastic proliferation and differentiation, and sorted as AP-PDLSCs 

or BP-PDLSCs. Then, unilateral defects, 5 mm in diameter, were created in calvaria 

of Sprague-Dawley rats and 2 weeks after the creation of the defects, 5x106 AP-

PDLSCs, BP-PDLSCs, or AP-PDLSCs + BP-PDLSCs (1:1) were directly injected into 

bone defects. Defects treated with vehicle (PBS) were used as control. Four weeks 

post-injection, bone formation was evaluated by computed microtomography, 

histological analysis, and gene expression of Runx2, Sp7, Alp, Bglap, Ibsp, Opg, 

Rankl, Rank, Cd31, Vegfa, and Vegfr2 by real-time PCR. The results demonstrated 

that PDLSCs can adhere to plastic and a typical MSC phenotype, evidenced by the 

expression of mesenchymal markers and the absence of hematopoietic markers on 

cell surface. Furthermore, AP-PDLSCs and BP-PDLSCs exhibited distinct in vitro 

potential to differentiate into osteoblasts, demonstrated by the higher in situ ALP 

activity of the AP-PDLSCs. The formation of a mineralized matrix was, however, 

similar in both cell populations. In vivo, the ability to induce repair of bone defects 

was similar for AP-PDLSCs, BP-PDLSCs, and AP-PDLSCs + BP-PDLSCs and in all 

cases the bone formation was greater compared to defects treated with PBS. 

Neoformed tissue in defects treated with cells also exhibited the same histological 

features. Gene expression in newly formed tissues indicated the occurrence of bone 

remodeling in defects treated with cells, especially in that ones treated with AP-



 

PDLSCs. Taken together, the data demonstrated that, at the evaluated period, 

regardless of the in vitro osteogenic potential, PDLSCs induced the similar bone 

formation in defects created in rat calvaria and therefore they can be considered to 

the development of cell therapies to treat bone defects. 

 

Keywords: Stem cell. Bone. Bone repair. Cell therapy. Periodontal ligament. 

Osteoblast. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O tecido ósseo possui grande capacidade de reparo após injúrias. Porém, 

traumas, patologias ou processos infecciosos podem causar perdas ósseas 

extensas que superam a capacidade de reparo do tecido (FILLINGHAM e JACOBS, 

2016). Defeitos ósseos e não-união de fraturas fazem do tecido ósseo o segundo 

tecido mais transplantado no mundo (BALDWIN et al., 2019). Atualmente, os 

recursos mais comumente utilizados para o tratamento dessas lesões são os 

enxertos autógenos, aloenxertos e xenoenxertos (KUMAR, VINITHA, FATHIMA, 

2013; FILLINGHAM e JACOBS, 2016). O enxerto autógeno é considerado o padrão 

ouro para o tratamento dos defeitos ósseos, pois é capaz de promover 

osteoindução, osteocondução e osteogênese, uma vez que possui células, fatores 

de crescimento e um arcabouço no qual pode ocorrer a proliferação celular e a 

infiltração vascular (BALDWIN et al., 2019). No entanto, esse enxerto requer a 

remoção de tecido saudável de uma área doadora, tornando a sua disponibilidade 

limitada e aumentando a morbidade do procedimento, uma vez que há a 

necessidade de duas áreas cirúrgicas no mesmo paciente (FINKEMEIER, 2002). 

 As alternativas existentes para o enxerto autógeno são os aloenxertos e os 

xenoenxertos. Os aloenxertos apresentam como vantagens a maior disponibilidade 

e a não ocorrência de duas áreas cirúrgicas no paciente, além de boa 

osteocondução. No entanto, os procedimentos de esterilização e armazenagem 

reduzem a resistência do tecido e destroem as células, além de existir risco de 

transmissão de doenças. Os xenoenxertos são produzidos principalmente a partir de 

osso bovino, mas assim como os enxertos alógenos não possuem boas 

propriedades osteogênicas e osteoindutoras, além de terem custo elevado 

(YOUNGER e CHAPMAN., 1989; ZWINGENBERGER et al., 2012; BALDWIN et al., 

2019).  

Neste cenário, a terapia com células-tronco surge como alternativa para o 

tratamento de defeitos ósseos e não-união de fraturas. Células-tronco mesenquimais 

(MSCs, do inglês, mesenchymal stem cells) são células indiferenciadas, de origem 

não-hematopoiética, localizadas em nichos específicos no tecido, com capacidade 

de autorrenovação e multipotentes, ou seja, com capacidade de diferenciação nas 

linhagens osteoblástica, adipocítica e condroblástica (DOMINICI et al., 2006). As 

MSCs foram inicialmente isoladas da medula óssea (BM-MSCs, do inglês, bone 
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marrow mesenchymal stem cells) e posteriormente de diversos outros sítios, como 

tecido adiposo (AT-MSCs, do inglês, adipose tissue mesenchymal stem cells), 

nervoso e muscular, cordão umbilical, pele e tecidos dentais (FRIEDENSTEIN, 

CHAILAKHJAN, LALYKINA, 1970; WEI et al., 2013).  

Nosso grupo de pesquisa tem avaliado estratégias para promover 

regeneração óssea utilizando o modelo de defeito criado em calvária de ratos e 

alguns estudos utilizando a estratégia de engenharia de tecidos demonstraram que a 

formação óssea foi maior nos animais que receberam tratamento com biomaterial 

associado a células em comparação àqueles tratados apenas com biomaterial 

(FREITAS et al., 2017; LOPES et al., 2016; FERRAZ et al., 2015; SANTOS et al., 

2015a; SANTOS et al., 2015b; LOPES et al., 2014; BELOTI et al., 2012). Porém, 

apesar da associação de células apresentar melhores resultados, estudo recente do 

nosso grupo utilizando a terapia celular, demonstrou que células injetadas 

localmente nos defeitos ósseos induziram formação óssea superior em relação às 

outras estratégias de regeneração previamente utilizadas (SOUZA et al., 2018). No 

entanto, não ocorreu a completa regeneração do defeito. 

Apesar dos efeitos benéficos da terapia com BM-MSCs no tratamento de 

defeitos ósseos, a obtenção das células exige procedimentos invasivos. Em 

humanos, a obtenção é feita por aspiração da medula óssea, um procedimento que 

raramente apresenta complicações, mas quando estas ocorrem, têm alto potencial 

de agravamento (PITTENGER et al., 1999; BAIN, 2006). As complicações 

reportadas para esse procedimento envolvem hemorragia, infecção, dor crônica e 

fraturas, esta última, principalmente associada a pacientes com osteoporose ou 

osteomalácia (IMAM et al., 2017). Além disso, o número de MSCs obtidas é baixo 

(em torno de 0,001 a 0,02% do total de células) e sua capacidade de proliferação e 

diferenciação diminui com o envelhecimento (ALVAREZ-VIEJO et al., 2013). Dessa 

forma, novas fontes de MSCs têm sido buscadas. 

Estima-se que 10 milhões de terceiros molares sejam extraídos anualmente 

nos Estados Unidos (FRIEDMAN, 2007). Dessa forma, os tecidos dentais constituem 

uma fonte viável para obtenção dessas células. Dentre esses tecidos, o ligamento 

periodontal tem sido estudado como fonte de MSCs. O ligamento periodontal é um 

tecido conjuntivo especializado, altamente vascularizado e rico em células, cuja 

função é a ancoragem do dente ao osso alveolar e a proteção de estruturas do 

periodonto, tais como vasos e nervos, contribuindo para a irrigação e homeostasia 
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dental (SEO et al., 2004; TRUBIANI et al., 2019). As PDLSCs (do inglês, periodontal 

ligament stem cells) constituem uma parcela importante da população celular desse 

tecido, de onde são facilmente isoladas após a exodontia de terceiros molares (SEO 

et al., 2004; GAY, CHEN, MCDOUGALL, 2007; SILVÉRIO et al., 2010). Estas são 

células de fácil cultivo, durante o qual mantêm a morfologia e os marcadores 

associados à multipotência, além de apresentarem maior taxa de proliferação em 

comparação às BM-MSCs (ELEUTERIO et al., 2013; DIOMEDE et al., 2017). 

As PDLSCs foram isoladas do ligamento periodontal de terceiros molares 

extraídos e caracterizadas pela primeira vez por Seo e colaboradores (2004). O 

estudo demonstrou que as PDLSCs, assim como outras MSCs, possuíam 

capacidade de adesão ao plástico, de formação de colônias e de diferenciação em 

linhagens osteoblásticas e adipocíticas. Ainda, no mesmo estudo, a implantação 

subcutânea de células obtidas de colônias celulares distintas levou a diferentes 

formações teciduais. A maioria das implantações levou à formação de tecido com 

características de cemento e tecido ósseo em continuidade com tecido semelhante 

ao ligamento periodontal, porém outras induziram a formação somente de tecido 

conjuntivo (SEO et al., 2004). Essa diferença nos tecidos formados sugere a 

ocorrência de uma população heterogênea de PDLSCs, com diferentes potenciais 

de diferenciação celular. 

Os dados encontrados no primeiro estudo foram corroborados por estudos 

posteriores. Diversos autores demonstraram in vitro a capacidade de diferenciação 

osteoblástica, adipocítica e condroblástica e a capacidade de formação de nódulos 

mineralizados das PDLSCs (ALVAREZ et al., 2015; SILVÉRIO et al., 2010; ZHOU et 

al., 2008; GAY, CHEN, MCDOUGALL, 2007). In vivo, a implantação subcutânea de 

molares extraídos de ratos demonstrou que as células do ligamento periodontal 

presentes nos dentes foram capazes de induzir a formação de osso semelhante ao 

osso alveolar ao redor das raízes (HOSOYA et al., 2010). 

 As PDLSCs constituem uma população heterogênea, apresentando células 

mais comprometidas com a diferenciação fibroblástica, enquanto outras mostram-se 

mais comprometidas com a diferenciação osteoblástica ou cementoblástica (GAY, 

CHEN, MCDOUGALL, 2007; NAGAMOTO et al., 2006; SEO et al., 2004). Foi 

demonstrado que o ligamento periodontal obtido de dentes permanentes apresenta 

alta porcentagem de células que expressam antígenos de superfície típicos de 

MSCs, CD105 e CD166, comparado ao ligamento periodontal de dentes decíduos. 
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Além disso, essa população de células expressa o antígeno de superfície Stro-1 e o 

fator de transcrição Oct-4, um fator embrionário responsável pela manutenção da 

condição indiferenciada e pluripotente da célula. Comparando as duas populações 

de células, foi observado que aquelas obtidas de dentes permanentes apresentam 

maior capacidade de diferenciação osteoblástica (SILVÉRIO et al., 2010). Porém, a 

diferença do potencial osteogênico das PDLSCs não se deve somente ao tipo de 

dentição, permanente ou decídua, a partir da qual as células são obtidas. 

PDLSCs obtidas de dentes permanentes constituem uma população de 

células com variada capacidade de diferenciação osteoblástica, cujo padrão de 

antígenos de superfície apresentado influencia seu comprometimento com a 

diferenciação em uma linhagem celular específica (ALVAREZ et al., 2015; SAITO et 

al., 2014). Ao comparar três padrões diferentes de antígenos (CD51+/CD140α+, 

CD271+ e Stro-1+/CD146+) em PDLSCs de dentes permanentes, foi demonstrado 

que as células CD271+ apresentaram maior potencial osteogênico in vitro quando 

comparado ao dos demais grupos (ALVAREZ et al., 2015). Clones celulares obtidos 

por Silvério et al. (2010) de populações de PDLSCs enriquecidas com células 

CD105+ apresentaram potencial osteogênico distinto. Entre os clones que se 

diferenciaram em osteoblastos, foi possível detectar células com alto (AP-PDLSCs) e 

baixo (BP-PDLCs) potencial osteogênico. Estas células foram caracterizadas quanto 

à expressão dos genes Runx2 (do inglês, runt-related transcription factor-2) e Alp 

(do inglês, alkaline phosphatase) e à habilidade em formar matriz mineralizada, 

sendo que as células com alto potencial apresentaram expressão mais precoce de 

Runx2 e maior formação de matriz mineralizada. Adicionalmente, a expressão do 

antígeno CD166 aumentou gradualmente durante a diferenciação na população de 

células com alto potencial osteogênico, enquanto esse marcador já ocorria em 

grande quantidade nas células com baixo potencial desde o início do processo de 

diferenciação (SAITO et al., 2014). 

No contexto da regeneração óssea, a aplicação de PDLSCs de cães 

carreadas para defeitos periodontais com biomaterial mostrou-se mais efetiva para a 

regeneração do defeito do que o uso do biomaterial sem células (KIM et al., 2009). 

Defeitos em calvária de ratos tratados com associação de PDLSCs de cães com Bio-

Oss® apresentaram melhor formação óssea em comparação aos defeitos tratados 

apenas com Bio-Oss® (YU, ZHOU, WANG et al., 2014). 
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Considerando a facilidade de obtenção dessas células, sua comprovada 

capacidade in vitro de diferenciação osteoblástica e a possibilidade de isolamento de 

populações de PDLSCs com alto e baixo potencial osteogênico, as células do 

ligamento periodontal apresentam-se como candidatas à terapia celular para 

regeneração de defeitos ósseos. Assim, estabelecemos a hipótese de que PDLSCs 

com alto e baixo potencial osteogênico in vitro apresentam efeitos distintos no reparo 

de defeitos ósseos criados em calvárias de ratos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

2. OBJETIVO GERAL 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivo Geral | 35 

 

2. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de AP-PDLSCs e BP-PDLSCs no 

reparo do tecido ósseo em um modelo de defeito em calvárias de ratos. 

 

2.1. Objetivos específicos  

- Caracterizar in vitro as AP-PDLSCs e BP-PDLSCs obtidas do ligamento 

periodontal de terceiros molares inclusos de humanos. 

- Avaliar in vivo o potencial das AP-PDLSCs e BP-PDLSCs, além de 

ambas as populações de células misturadas (AP-PDLSCs+BP-PDLSCs), 

injetadas localmente para reparar o tecido ósseo em defeitos criados em 

calvárias de ratos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Obtenção e cultura de células  

AP-PDLSCs e BP-PDLSCs previamente isoladas do ligamento periodontal 

do terço médio da raiz de terceiros molares inclusos de pacientes com idades entre 

20 e 22 anos, foram obtidas do Biobanco B041 – Periocells da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP-UNICAMP). 

Com a finalidade de obter quantidade de células suficiente para a execução dos 

experimentos, as células, conservadas em nitrogênio líquido, foram descongeladas e 

cultivadas até a sexta passagem em frascos de cultura de poliestireno de 75 cm2 

(Corning, EUA) contendo meio de crescimento composto por meio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) com alta concentração de glicose (Gibco, EUA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de antibiótico penicilina / 

estreptomicina (Gibco), a 37oC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 

95% de ar atmosférico. Ao atingirem 80% de confluência, as culturas foram lavadas 

3 vezes com PBS (Gibco) aquecido a 37oC e destacadas dos frascos com solução 

de tripsina 0,25% (Gibco) e 5% de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) a 37oC 

por 5 minutos. A solução enzimática foi neutralizada com meio de crescimento e as 

células foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm (rotações por minuto). O 

sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas na solução de 

congelamento, composta por soro fetal bovino e 5% de DMSO (dimetilsulfóxido, 

Sigma-Aldrich, EUA). As células foram mantidas em nitrogênio líquido até a sua 

utilização nas etapas seguintes do trabalho.  

 

3.2. Caracterização in vitro das AP-PDLSCs e BP-PDLSCs 

3.2.1. Expressão de marcadores celulares de superfície por citometria de fluxo  

Após 10 dias de cultivo em meio de crescimento, as AP-PDLSCs e BP-

PDLSCs foram analisadas por citometria de fluxo para avaliação da expressão das 

moléculas de MHC classes I e II (MHC I e MHC II, do inglês, major histocompatibility 

complex), bem como dos marcadores mesenquimais CD90 (do inglês, cluster of 

differentiation), CD29, CD44, CD73, CD13, CD106 e CD54 e dos marcadores 

hematopoiéticos CD34, CD45, CD14 e CD31. As culturas foram tripsinizadas 

conforme descrito no item 3.1, e 5x105 células foram utilizadas para a avaliação de 

cada marcador. As células foram incubadas, separadamente, com 5 µL do anticorpo 
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de interesse durante 15 minutos, em ausência de luz e, ao final desse período, 

foram homogeneizadas em 2 mL de PBS (Gibco) e os tubos foram centrifugados a 

2000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e em cada tubo foram 

adicionados 200 μL de solução de PBS (Gibco) com 2% de paraformaldeído (Merck, 

Alemanha). Os tubos foram mantidos em refrigerador ao abrigo da luz até o 

momento da leitura no citômetro de fluxo FACSCantoTM (BD Biosciences, EUA), 

onde as leituras foram feitas a cada 10 mil eventos. Os dados em porcentagem são 

relativos à população previamente selecionada. 

 

3.2.2. Proliferação celular 

Após descongelamento e expansão, as AP-PDLSCs e BP-PDLSCs foram 

plaqueadas na densidade de 1x104 células por poço (n=5), em placa de poliestireno 

de 24 poços (Corning) e mantidas em meio de crescimento. Após 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 

dias de cultura, os poços foram lavados 3 vezes com PBS (Gibco) aquecido a 37°C 

e, em seguida, foi adicionado 1 mL de solução de tripsina 0,25% (Gibco) e 5% de 

EDTA em cada poço, e as placas foram mantidas em incubadora a 37oC durante 5 

minutos. Após esse período, foram adicionados 500 µL de meio de crescimento para 

neutralização da tripsina e a suspensão de células foi transferida para tubos 

eppendorf. Em seguida, 100 μL das células foram homogeneizados com 100 μL de 

azul de tripan e as células foram contadas manualmente na câmara de Neubauer, 

sendo os dados expressos em número de células. 

 

3.2.3. Diferenciação osteoblástica 

Após descongelamento e expansão, conforme descrito em 3.1, as AP-

PDLSCs e BP-PDLSCs foram plaqueadas na densidade de 1x104 células por poço, 

em placas poliestireno de 24 poços (Corning), em meio osteogênico contendo meio 

de crescimento suplementado com 5 µg/mL de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich), 7 

mM de beta-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e 10-7 M de dexametasona (Sigma-

Aldrich), por até 21 dias.  

 

3.2.3.1. Atividade in situ de ALP 

A atividade in situ da ALP foi avaliada como marcador osteoblástico 

fenotípico, pelo método Fast red (MAJORS et al., 1997). Após 14 dias de cultivo em 

meio osteogênico, o meio de cultura foi removido e os poços (n=3), lavados com 
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PBS (Gibco) aquecido a 37°C. Foi adicionado, por poço,1 mL de solução tampão 

Tris (Sigma-Aldrich) 120 mM com pH 8,4, contendo 1,8 mM de Fast red TR (Sigma-

Aldrich), 0,9 mM de naftol-ASMX-fosfato (Sigma-Aldrich) e 1:9 de dimetilformamida 

(Merck) e as placas foram mantidas por 30 minutos a 37°C em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Em seguida, a solução foi 

removida e as placas ficaram à temperatura ambiente para permitir a secagem dos 

poços. Então, imagens macroscópicas dos poços foram obtidas digitalmente com 

câmera de alta resolução (Canon EOS Digital Rebel, 6.3 megapixels, com lente 

macro EF100 f/2.8). A avaliação quantitativa foi realizada no software ImageJ 

(National Institutes of Health), sendo os dados expressos em porcentagem (%) de 

área. 

 

3.2.3.2. Formação de matriz extracelular mineralizada 

Após 21 dias de cultivo conforme descrito em 3.2.3, os poços (n=3) foram 

lavados 3 vezes com PBS (Gibco) aquecido a 37º C, preenchidos com 2 mL de 

formalina 10% e mantidos a 4 °C. Após 24 horas, os poços foram desidratados à 

temperatura ambiente em série crescente de álcoois (30%, 50%, 70% e 100%), com 

duração de 1 hora para cada graduação alcoólica. Após secagem, os poços foram 

corados com vermelho de alizarina (Sigma-Aldrich) e as áreas de mineralização 

ricas em cálcio, foram evidenciadas pela coloração vermelha. Após a secagem dos 

poços em temperatura ambiente, imagens macroscópicas dos poços foram obtidas 

digitalmente com câmera de alta resolução (Canon EOS Digital Rebel, 6.3 

megapixels, com lente macro EF100 f/2.8). Para quantificação da coloração segundo 

método de Gregory et al., (2004), 150 μL de ácido acético a 10% foram 

acrescentados a cada poço e a placa foi mantida sob agitação por 30 minutos. A 

camada de células foi então raspada com um raspador de células e a solução 

transferida para tubos de 1,5 mL e agitadas em vortex por 30 segundos. Em 

seguida, as amostras foram aquecidas a 85ºC por 10 minutos e transferidas para o 

gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 20.000 g por 15 minutos, e em 

seguida foram adicionados 40 μL de hidróxido de amônia a 10% e 100 μL do 

sobrenadante foram utilizados para leitura em espectrofotômetro em um 

comprimento de onda de 405 nm, sendo os dados expressos em absorbância a 405 

nm. 
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3.3. Efeito de PDLSCs injetadas localmente no reparo de defeitos ósseos 

3.3.1. Animais  

Este estudo foi realizado utilizando 68 ratos machos Sprague-Dawley, 

pesando entre 150 e 200 g, seguindo as normas estabelecidas pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) do campus da USP de Ribeirão Preto (Protocolo 

2019.1.419.58.3). Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos com 

relação ao tratamento utilizado: (1) veículo (PBS); (2) AP-PDLSCs; (3) BP-PDLSCs e 

(4) AP-PDLSCs +BP-PDLSCs misturadas na proporção de 1:1. Foram utilizados 17 

animais para cada grupo, sendo 12 para análise microtomográfica e histológica e 5 

para avaliação da expressão gênica por PCR em tempo real. A distribuição dos 

animais por tratamento e ensaios é apresentada na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Distribuição dos animais em relação aos ensaios 

Grupos 
Histologia e µCT 

(6 semanas) 
PCR em tempo real 

(6 semanas) 

PBS 12 5 
AP-PDLSC 12 5 
BP-PDLSC 12 5 

AP-PDLSC+BP-PDLSC (1:1) 12 5 

 

3.3.2. Procedimento cirúrgico para a criação do defeito ósseo  

Os animais foram submetidos à cirurgia para preparação de defeitos ósseos 

nas calvárias com diâmetro de 5 mm. Para isso, os animais foram anestesiados com 

solução anestésica de xilazina (Agibrands do Brasil Ltda, Brasil) - sedativo, 

analgésico e relaxante muscular - e cetamina (Agibrands) - anestésico geral - na 

proporção de 6 mg/kg de peso corporal de xilazina e 75 mg/kg de peso corporal de 

cetamina, injetada por via intraperitoneal. Foi também realizada analgesia pré-

operatória com flunixina meglumina (2,5 mg/kg) (Schering-Plough, Brasil). Após 

tricotomia e antissepsia com solução de clorexidina 2,5% na região dorsal da 

cabeça, a pele e o tecido subcutâneo foram incisados ao longo da sutura sagital 

para expor os ossos parietais. O periósteo dos ossos parietais foi descolado e o 

defeito, produzido unilateralmente utilizando uma broca trefina com 5 mm de 

diâmetro sob irrigação abundante com soro fisiológico. A opção pelo defeito 

unilateral e não bilateral tem como objetivos minimizar o trauma na calvária e evitar a 

possível interferência de um determinado tratamento no defeito contra-lateral 

(GOMES e FERNANDES, 2011). A pele foi então suturada com mononylon 4.0 

(Ethicon Ltda, Brasil) e os animais foram medicados com dose única de analgésico 



Resultados | 43 

 

anti-inflamatório não esteroidal flunixina meglumina (10 mg/100 g de peso corporal) 

(Schering) e dose única de uma solução de antibióticos contendo Benzilpenicilina 

benzatina (156.000 UI/100 g de peso corporal), Benzilpenicilina procaína (78.000 

UI/100 g de peso corporal), Benzilpenicilina potássica (78.000 UI/100 g de peso 

corporal), Diidroestreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e 

Estreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) (Pentabiótico, Fort Dodge, 

Brasil). Os ratos foram mantidos em número de 3 por caixa, recebendo ração e água 

“ad libitum” e ficaram sob observação constante, sendo feita a limpeza das caixas, 

com troca da maravalha, três vezes por semana.  

 

3.3.3. Injeção de células no defeito ósseo  

Após 2 semanas da criação dos defeitos em calvárias, os animais foram 

submetidos a nova intervenção para a injeção das células, seguindo a distribuição 

apresentada na Tabela 1. Para isso, os animais foram anestesiados e 5x106 células 

diluídas em 50 μL de PBS foram injetadas subperiostealmente com a utilização de 

uma agulha de 21 Gauge (21G). Em seguida, os animais receberam dose única de 

analgésico anti-inflamatório não esteroidal flunixina meglumina (10 mg/100 g de 

peso corporal) (Schering). Quatro semanas após a injeção das células, ou seja, 6 

semanas após a criação dos defeitos, os animais foram eutanasiados com dose 

excessiva de cetamina (Agibrands) e xilazina (Agibrands) por via intraperitoneal 

seguida de exposição ao CO2, e as calvárias foram removidas para avaliação do 

tecido ósseo neoformado.  

 

3.3.4. Análise microtomográfica (µCT) 

As calvárias foram fixadas em solução de formalina tamponada a 4% (pH=7) 

por 48 horas, e transferidas para uma solução de etanol 70% onde permaneceram 

por 3 dias. Em seguida, as peças foram utilizadas para análise por µCT no 

microtomógrafo SkyScan 1172 (SkyScan, Bélgica) operando com fonte de raios-X 

de 100 kV detectados por uma câmera de 11 megapixels com resolução de até 1 

μm. Os dados foram adquiridos pelo software de aquisição de imagens do próprio 

equipamento e as reconstruções serão feitas pelo software NRecon Cluster (Micro 

Photonics, EUA). Após as reconstruções, foram analisados, dentro da área de 

interesse, ou seja, a região dos defeitos ósseos produzidos, os seguintes 

parâmetros: volume ósseo (BV, bone volume, mm3), porcentagem de volume ósseo 
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formado em relação ao defeito ósseo (BV/TV, bone volume/tissue volume, %), 

superfície óssea (BS, bone surface, mm2), espessura trabecular (Tb.Th, trabecular 

thickness, mm), número de trabéculas (Tb.N, trabecular number, 1/mm), separação 

trabecular (Tb.Sp, trabecular separation, mm), volume de poros (Po.V, mm3), 

porcentagem de poros (Ct.Po, %) e densidade mineral óssea (BMD, bone mineral 

density). Esses parâmetros, automaticamente gerados pelo software, são 

preconizados pela American Society of Bone and Mineral Research (BOUXSEIN et 

al., 2010). 

 

3.3.5. Processamento e análise histológica  

Após as análises por µCT, as amostras foram descalcificadas em EDTA a 4%, 

lavadas em água corrente e desidratadas por meio de uma sequência de álcoois 

com concentração crescente (50 a 100%). Em seguida, foi realizada a diafanização 

das peças em xilol até ficarem transparentes e a impregnação em parafina, em 

estufa a 60ºC, em três banhos de 3 horas. Na etapa seguinte, foi realizada a 

inclusão das peças em formas com parafina e o corte em micrótomo com 

espaçamento padronizado de 5 μm de espessura, seguido de coloração com 

hematoxilina e eosina (HE). As imagens foram obtidas em microscópio de luz 

(Axioskop 40, Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma câmera digital (Axiocam ICc3, 

Carl Zeiss). A análise histológica foi realizada para avaliação qualitativa da 

neoformação óssea e vascular. Para isso, as imagens foram capturadas por uma 

câmera digital DC 300F (Leica, Alemanha) acoplada a um microscópio DMLB (Leica) 

e as análises foram realizadas utilizando o software Leica QWin.  

 

3.3.6. Análise da expressão gênica (mRNA) por PCR em tempo real  

O osso neoformado foi coletado para avaliação da expressão dos genes 

Runx2, Sp7 (osterix, SP7 transcriptional factor), Alp, Bglap (do inglês, bone gamma-

carboxyglutamate protein), Ibsp (do inglês, integrin binding sialoprotein), Opg (do 

inglês, osteoprotegerin), Rankl (do inglês, receptor activator of nuclear factor kappa-

Β ligand), Rank (do inglês, receptor activator of nuclear factor kappa-B ), Cd31 (do 

inglês, cluster of differentiation 31), Vegfa (do inglês, vascular endothelial growth 

factor A) e Vegfr2 (do inglês, vascular endotelial growth fator receptor 2).  Com o 

objetivo de comparar o tecido neoformado com o tecido ósseo que não sofreu 

nenhum tipo de intervenção (controle), o RNA total foi isolado de amostras de tecido 

ósseo da calvária de ratos de 11 semanas de vida, idade na qual a eutanásia dos 

animais foi realizada. 
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Para o isolamento do RNA total, o tecido ósseo foi macerado em nitrogênio 

líquido e a extração do RNA total foi realiza utilizando o kit SV Total RNA Isolation 

System (Promega, EUA), de acordo com as especificações do fabricante. Em 

seguida, o RNA total será quantificado a partir de 1 μL de amostra no aparelho 

NanoVue (GE Healthcare, EUA) e sua integridade avaliada por eletroforese 

utilizando o kit Agilent RNA 6000 Nano Kit e o aparelho Agilent 2100 (Agilent 

Technologies, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. A eficiência 

de cada primer foi avaliada em reações contendo DNA complementar (cDNA) em 

diferentes concentrações (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 ng/reação) de acordo com o 

protocolo descrito no User Bulletin #2 (Applied Biosystems, EUA). Os valores de 

amplificação foram submetidos à análise de regressão linear em função do logaritmo 

da respectiva diluição, sendo os coeficientes angulares das retas obtidas, utilizados 

para o cálculo da eficiência de amplificação dos primers e determinação das diluições 

a serem utilizadas. Para realização do PCR em tempo real, foi usado o sistema 

SYBR Green, em um aparelho StepOne Plus (Life Technologies, Carlsbad, 

Califórnia, EUA). As reações foram realizadas em quadruplicata (n=4) com volume 

final de 13 μL, sendo utilizados: 7 μL de FastSYBR Master Mix (Applied Biosystems) 

que contém o fluoróforo SYBR Green, a enzima polimerase AmpliTaq Gold, dNTPs 

com dUTP e o fluoróforo ROX, usado como referência passiva para normalização 

dos níveis de fluorescência, 2,5 µL da solução de cDNA, 2,5 µL de água Milli-Q 

tratada com DEPC e 0,5 µL da solução contendo cada primer com as concentrações 

adequadas. A reação de amplificação ocorreu em 2 minutos a 50°C, 20 segundos a 

95°C, quarenta ciclos de 3 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C, além de um 

ciclo final de 20 minutos, com temperatura crescente de 60°C a 95°C, que foi 

empregado para a obtenção de uma curva de dissociação dos produtos da reação, 

usada para análise da especificidade de amplificação. Os resultados foram 

analisados com base no valor de Ct (cycle threshold, ou ciclo limiar), sendo este o 

ponto correspondente ao número de ciclos em que a amplificação das amostras 

atinge um limiar (determinado entre o nível de fluorescência dos controles negativos 

e a fase de amplificação exponencial das amostras), que permite a análise 

quantitativa da expressão de mRNA. Como controle endógeno foi avaliada a 

expressão do gene Eif2b1 (do inglês, eukaryotic translation initiation factor 2B 

subunit alpha). O método comparativo de 2-ddCt (LIVAK e SCHIMITTGEN, 2001) foi 

utilizado para comparar a expressão gênica do tecido formado nos defeitos ósseos 



46 | Material e Métodos 

 

previamente tratados e do osso controle, sendo os dados expressos como 

expressão gênica relativa. As sequências dos primers são apresentadas na Tabela 

2. 

 

Tabela 2. Sequência de primers, temperatura de anelamento (TA) e número de pares de 
bases nitrogenadas (pb) 

Gene alvo Sequência sense e anti-sense TA Pb 

Runx2 

 
CGTATTTCAGATGATGACACTGCC 

AAATGCCTGGGAACTGCCTG  
60 127 

Sp7 

 
GAGGCCTTTCGTCTGCAACT 
CAAGTGGTCGCTTCGGGTAA  

60 145 

Alp 

 
TACTGCTGATCACTCCCACG 
ACCGTCCACCACCTTGTAAC  

60 154 

Bglap 

 
GCATTCTGCCTCTCTGACCTG 

CCGGAGTCTATTCACCACCTTAC  
60 105 

Ibsp 

 
AGACTGCTTTAATCTTGCTCTGC 

GTAGCGTGGCCGGTACTTA 
 

60 125 

Opg 

 
TCGCAAGAGCAAACTTTCCAG 

GCTTTCACAGAGGTCAATGTCTTG 
 

60 102 

Rankl 

 
ACATCCCATCGGGTTCCCA 

AGCAAATGTTGGCGTACAGGT 
 

60 144 

Rank 

 
AGCTCAACATCCCTTGCAGC 
GTCCCTTGGTGTGCTTCCAT 

 

60 147 

Cd31 

 
GAAATGGTGCTTCGGTGCTC 
GGTGCCAAAACACTTGGGTG 

 

60 124 

Vegfa 

 
GTTCGAGGAAAGGGAAAGGGT 
TCTGCGGATCTTGGACAAACA 

 

60 121 

Vegfr2 

 
AGTGATTCCAGATGACAGCCAG 
GCCACAGACTCCCTGCTTTTA 

 

60 135 

Eif2b1 

 
TGCTGTTGGCTATATCATGGAGA 

TGCAACCACATAGAAGGGCT 
 

60 148 

 

3.4. Análise Estatística 

Os dados quantitativos foram submetidos à análise estatística no programa 

SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Alemanha). Os dados relativos às comparações 

entre dois grupos foram analisados pelo teste t e aqueles relativos às comparações 

entre múltiplos grupos, por ANOVA one-way, seguida de pós-teste de Tukey. Os 

dados foram expressos como média e desvio padrão e o nível de significância 

adotado foi de 5%.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Cultura celular 

Ao final de 24 horas de cultivo celular, imagens foram obtidas para 

confirmação da adesão das células ao frasco de cultura e avaliação da morfologia 

celular (Figura 1). As AP-PDLSCs (Figura 1A) e BP-PDLSCs (Figura 1B) aderiram à 

superfície de cultura e ambas as células apresentaram morfologia alongada com 

pequenas projeções citoplasmáticas. 

 

 
Figura 1. AP-PDLSC (A) e BP-PDLSCs (B) ao final de 24 horas de cultivo em meio de 
crescimento. Barra de escala: 100 µm. 

 

4.2. Expressão de marcadores celulares de superfície por citometria de fluxo 

A expressão dos marcadores MHC I e MHC II, bem como daqueles 

característicos de MSCs e células hematopoiéticas, foi avaliada aos 10 dias de 

cultura (Figura 2; Tabela 3). A expressão de MHC I e MHC II foi semelhante nas AP-

PDLSCs e BP-PDLSCs, sendo que a porcentagem de expressão de MHC I foi maior 

em ambas as populações celulares em comparação ao MHC II. No entanto, a 

intensidade de fluorescência para ambos os marcadores foi relativamente baixa. 

Na avaliação dos marcadores mesenquimais, as AP-PDLSCs e BP-PDLSCs 

apresentaram alta porcentagem de expressão de CD90, CD29, CD44, CD73 e 

CD13, sendo semelhante em ambas as células. A intensidade de fluorescência 

também se apresentou elevada para esses marcadores. Para o CD106, as BP-

PDLSCs apresentaram maior porcentagem de expressão em comparação às AP-

PDLSCs; no entanto, a intensidade de fluorescência foi semelhante em ambas as 
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células. A expressão de CD54 foi semelhante em ambas as células, com baixa 

porcentagem de expressão e baixa intensidade de fluorescência. 

Na avaliação dos marcadores hematopoiéticos, CD34, CD45, CD14 e CD31, 

as AP-PDLSCs e BP-PDLSCs apresentaram baixa porcentagem de expressão e 

baixa intensidade de fluorescência para todos os marcadores, sendo o perfil de 

expressão semelhante em ambas as células. 

 

 
Figura 2. Expressão de marcadores de superfície nas AP-PDLSCs e BP-PDLSCs ao final 
de 10 dias de cultivo em meio de crescimento. 
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Tabela 3. Expressão de marcadores de superfície nas AP-PDLSCs e BP-PDLSCs 

 AP-PDLSC BP-PDLSC 

Marcador de 
superfície 

% 
Intensidade de 
fluorescência 

% 
Intensidade de 
Fluorescência 

MHC I 80,7 2162 94,9 4284 
MHC II 2,8 3622 0,4 1429 
CD90 99,9 26761 99,8 35182 
CD29 99,7 25680 99,9 41420 
CD44 99,7 62395 99,8 73070 
CD73 99,9 23014 99,8 31667 
CD13 93,5 10011 99,8 29102 
CD106 9,5 1659 35,3 1806 
CD54 10,0 1560 14,1 1766 
CD34 1,8 1770 1,8 2597 
CD45 0,2 328 0,0 288 
CD14 0,8 1380 1,2 2331 
CD31 0,5 1377 0,4 1971 

 
 
4.3. Proliferação celular 

A proliferação celular foi avaliada aos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias de cultura 

(Figura 3). Os dados foram submetidos ao teste t (p≤0,05) para comparação entre as 

AP-PDLSCs e BP-PDLSCs dentro do mesmo período. Para ambas as culturas 

celulares, houve tendência de aumento no número de células até o sétimo dia. Nos 

períodos de 5, 6 e 7 dias houve maior número de BP-PDLSCs em comparação às 

AP-PDLSCs (p=0,023, p=0,008 e p=0,013, respectivamente). 

 

 
Figura 3. Proliferação celular de AP-PDLSCs e BP-PDLSCs ao final de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 
dias de cultivo em meio de crescimento. Os dados estão representados como média ± 
desvio-padrão (n=5). Asterisco (*) indica diferença estatisticamente significante entre AP-
PDLSCs e BP-PDLSCs quando comparadas no mesmo período (teste t, p≤0,05). 
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4.4. Atividade in situ de ALP 

A atividade in situ de ALP foi avaliada por Fast red aos 14 dias de cultura 

(Figura 4). Os dados foram submetidos ao teste t (p≤0,05). A análise qualitativa 

mostrou uma maior área corada nas culturas de AP-PDLSCs em comparação às 

culturas de BP-PDLSCs. Quantitativamente, esta informação foi confirmada, uma 

vez que a atividade de ALP in situ foi maior nas AP-PDLSCs em comparação às BP-

PDLSCs, com diferença estatisticamente significante (p=0,001).  

 

 
Figura 4. Atividade in situ de ALP nas culturas de AP-PDLSCs e BP-PDLSCs ao final de 14 
dias de cultivo em meio osteogênico. Os dados estão representados como média ± desvio-
padrão (n=3). Asterisco (*) indica diferença estatisticamente significante entre AP-PDLSCs e 
BP-PDLSCs (teste t, p≤0,05). 

 

4.5. Formação de matriz extracelular mineralizada 

A formação de matriz extracelular mineralizada foi avaliada por vermelho de 

alizarina após 21 dias de cultura (Figura 5). Os dados foram submetidos ao teste t 

(p≤0,05). As AP-PDLSCs apresentaram tendência para maior formação de matriz 

extracelular mineralizada, porém não houve diferença estatisticamente significante 

entre as AP-PDLSCs e BP-PDLSCs (p=0,157). 
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Figura 5. Formação de matriz extracelular mineralizada nas culturas de AP-PDLSCs e BP-
PDLSCs ao final de 21 dias de cultivo em meio osteogênico. Os dados estão representados 
como média ± desvio-padrão (n=3). Asterisco (*) indica diferença estatisticamente 
significante entre AP-PDLSCs e BP-PDLSCs (teste t, p≤0,05). 

 

4.6. Análise microtomográfica 

A formação óssea nos defeitos criados em calvária de ratos foi avaliada por 

µCT 4 semanas após a injeção de PBS, AP-PDLSCs, BP-PDLSCs ou da mistura de 

células na proporção de 1:1 (AP-PDLSCs+BP-PDLSCs) (Figura 6). Os dados 

quantitativos foram submetidos à análise estatística por ANOVA one way e pós-teste 

de Tukey (p≤0,05). 

As reconstruções microtomográficas tridimensionais (Figura 6A – D) 

demonstram que ocorreu formação óssea, da borda para o centro do defeito em 

todos os grupos avaliados, sendo que essa formação foi maior nos defeitos tratados 

com células em comparação aos tratados com PBS, porém sem diferença entre as 

AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs. 

A análise morfométrica confirmou os dados qualitativos, com diferença 

estatisticamente significante entre os defeitos tratados com células e aqueles 

tratados com PBS nos seguintes parâmetros: volume ósseo (PBS < AP-PDLSCs, 

BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001), porcentagem de volume ósseo 

(PBS < AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001), superfície 

óssea (PBS < AP-PDLSCs e BP-PDLSCs, p=0,002; PBS < AP-PDLSCs+BP-

PDLSCs, p=0,001), número de trabéculas (PBS < AP-PDLSCs, p=0,005; PBS < BP-

PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001), densidade mineral óssea (PBS < 

AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001), porcentagem de 

porosidade (PBS > AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001) 

e volume de poros (PBS > AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, 
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p=0,001). A análise estatística confirmou que não houve diferença entre os 

tratamentos com células. No parâmetro de espessura trabecular, somente os 

defeitos tratados com AP-PDLSCs+BP-PDLSCs apresentaram diferença 

estatisticamente significante em relação aos defeitos tratados com PBS (p=0,006). 

No parâmetro de separação trabecular não houve diferença estatística entre os 

tratamentos (p=0,179).  

   

 
Figura 6. Reconstruções microtomográfica tridimensionais dos defeitos ósseos criados em 
calvária de ratos 4 semanas após a injeção local de PBS (A), AP-PDLSCs (B), BP-PDLSCs 
(C) e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (D). Parâmetros morfométricos obtidos após as 
reconstruções tridimensionais (E – M). Os dados estão representados como média ± desvio-
padrão (n=12). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os 
tratamentos (ANOVA, p≤0,05). 
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4.7. Análise histológica 

O tecido formado nos defeitos criados em calvária de ratos foi avaliado 4 

semanas após a injeção local de PBS ou células (Figura 7). Em todos os grupos 

avaliados, houve formação de tecido ósseo e tecido conjuntivo no defeito ósseo. Nos 

defeitos tratados com PBS, houve predominância de tecido conjuntivo, com pequena 

formação óssea em continuidade com as bordas do defeito (Figuras 7A e 7E). Nos 

defeitos tratados com células, (Figura 7B e 7F, AP-PDLSCs; Figura 7C e 7G, BP-

PDLSCs e Figura 7D e 7H, AP-PDLSCs+BP-PDLSCs), ocorreu formação óssea em 

continuidade com as bordas do defeito ósseo, em maior quantidade em comparação 

aos defeitos tratados com PBS, com ocorrência de áreas de tecido ósseo lamelar e 

tecido ósseo imaturo.  

 

 
Figura 7. Fotomicrografias do tecido neoformado nos defeitos ósseos criados em calvária 
de ratos 4 semanas após a injeção local de PBS (A, E), AP-PDLSCs (B, F), BP-PDLSCs (C, 
G) e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (D, H). Coloração: Hematoxilina e eosina (HE). ob: 
osteoblasto, ot: osteócito, oi: osso imaturo, ol: osso lamelar, tc: tecido conjuntivo. Barra de 
escala: A – D: 1,25 mm; E – F: 100 µm. 
 

4.8. Análise da expressão gênica (mRNA) por PCR em tempo real 

A avaliação da expressão gênica foi realizada no tecido ósseo intacto da 

calvária de ratos de 11 semanas de vida (CTL, controle) e no tecido ósseo formado 

nos defeitos 4 semanas após a injeção de PBS ou células. Os dados foram 

submetidos à análise estatística por ANOVA one way e pós-teste de Tukey (p≤0,05). 

Com a finalidade de avaliar a qualidade do material genético coletado das 

amostras de tecido ósseo, foi realizado o teste de integridade do RNA nas amostras 

(Figura 8). No teste, que avalia a integridade do RNA ribossômico através da 

detecção das subunidades 18S e 28S, todos as amostras apresentaram RIN (do 

inglês, RNA integrity number) superior a 8, demonstrando que o material genético se 

encontrava íntegro e, portanto, adequado para utilização. 
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Figura 8. Integridade do RNA obtido da calvária do grupo CTL e dos tecidos neoformados 
nos defeitos ósseos criados em calvária de ratos 4 semanas após a injeção local de PBS, 
AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs. 
 

A avaliação da expressão gênica relativa demonstrou, de forma geral, maior 

expressão dos genes osteogênicos nos defeitos tratados com AP-PDLSCs em 

comparação aos demais grupos avaliados.  

A expressão gênica de Runx2 foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). Não houve diferença estatisticamente 

significante na expressão gênica de Runx2 entre os tecidos dos defeitos tratados 

com PBS, BP-PDLSCs, AP-PDLSCs+BP-PDLSCs e o grupo CTL (CTL=PBS, 

p=0,956; CTL=BP-PDLSCs, p=0,116; CTL=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=1,000; 

PBS=BP-PDLSCs, p=0,340; PBS=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,938; BP-

PDLSCs=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,101) (Figura 9A). 

A expressão gênica de Sp7 foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). A expressão gênica de Sp7 nos tecidos obtidos 

dos defeitos tratados com BP-PDLSCs foi menor em comparação àqueles obtidos 

dos defeitos tratados com PBS (p=0,001). Não houve diferença estatisticamente 

significante na expressão gênica de Sp7 nos tecidos obtidos dos defeitos tratados 

com PBS, AP-PDLSCs+BP-PDLSCs e do grupo CTL (CTL=PBS, p=0,167; CTL=BP-

PDLSCs, p=0,088; CTL=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,998; PBS=AP-PDLSCs+BP-

PDLSCs, p=0,101; BP-PDLSCs=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,148) (Figura 9B).  

A expressão gênica de Alp foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). A expressão gênica de Alp foi maior nos 

tecidos obtidos dos defeitos tratados com PBS em comparação àqueles obtidos dos 

defeitos tratados com BP-PDLSCs (p=0,001), AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,044) e 

do grupo CTL (p=0,001). Não houve diferença estatisticamente significante na 
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expressão gênica de Alp nos tecidos obtidos dos defeitos tratados com BP-PDLSCs 

e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,242) (Figura 9C). 

A expressão gênica de Bglap foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001) e menor naqueles obtidos de defeitos tratados 

com BP-PDLSCs (p=0,001). Não houve diferença estatisticamente significante na 

expressão gênica de Bglap nos tecidos obtidos dos defeitos tratados com PBS e AP-

PDLSCs+BP-PDLSCs e do grupo CTL (CTL=PBS, p=0,903; CTL=AP-PDLSCs+BP-

PDLSCs, p=0,820; PBS=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=1,000) (Figura 9D). 

A expressão gênica de Ibsp foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). A expressão gênica de Ibsp nos tecidos 

obtidos dos defeitos tratados com BP-PDLSCs foi menor em comparação àqueles 

obtidos do grupo CTL (p=0,001) e dos defeitos tratados com PBS (p=0,001) e AP-

PDLSCs +BP-PDLSCs (p=0,001). Os tecidos derivados dos defeitos tratados com 

AP-PDLSCs+BP-PDLSCs apresentaram menor expressão gênica de Ibsp em 

comparação àqueles derivados do grupo CTL (p=0,003) e maior em relação aos 

tecidos dos defeitos tratados com PBS (p=0,004) (Figura 9E). 

A expressão gênica de Opg foi maior nos tecidos derivados dos defeitos 

tratados com PBS (p=0,001). Os tecidos obtidos do grupo CTL apresentaram maior 

expressão gênica de Opg em comparação àqueles obtidos dos defeitos tratados 

com AP-PDLSCs (p=0,001), BP-PDLSCs (p=0,001) e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs 

(p=0,001). Não houve diferença estatisticamente significante entre os tecidos obtidos 

dos defeitos tratados com AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs 

(AP-PDLSCs=BP-PDLSCs, p=0,506; AP-PDLSCs=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, 

p=0,709; BP-PDLSCs=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,997) (Figura 9F).  

A expressão gênica relativa de genes envolvidos na osteoclastogênese 

também foi avaliada. A expressão gênica de Rankl foi maior nos tecidos derivados 

de defeitos tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). Nos tecidos obtidos dos defeitos 

tratados com BP-PDLSCs, a expressão gênica de Rankl foi menor em comparação 

àqueles obtidos dos grupos CTL e dos defeitos tratados com PBS (p=0,007 e 

p=0,001, respectivamente) e semelhante aos tecidos dos defeitos tratados com AP-

PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,410). Nos tecidos derivados dos defeitos tratados com 

AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, a expressão gênica foi menor em comparação àqueles 

derivados dos defeitos tratados com PBS (p=0,005). Não houve diferença 

estatisticamente significante na expressão gênica de Rankl nos tecidos obtidos do 
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grupo CTL e dos defeitos tratados com PBS e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,321 e 

p=0,186, respectivamente) (Figura 9G). 

A expressão gênica de Rank foi maior nos tecidos derivados de defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). Nos tecidos obtidos de defeitos tratados com 

BP-PDLSCs, a expressão gênica de Rank foi menor em comparação àqueles 

obtidos dos defeitos tratados com PBS (p=0,017) e semelhante àqueles obtidos de 

defeitos tratados com AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,146) e do grupo CTL 

(p=0,551). Não houve diferença estatisticamente significante na expressão gênica de 

Rank entre os tecidos obtidos do grupo CTL e aqueles derivados de defeitos 

tratados com PBS e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (CTL=PBS, p=0,268; CTL=AP-

PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,877; PBS=AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,770) (Figura 

9H).  

A razão da expressão gênica de Rankl/Opg, calculada a partir da média de 

expressão relativa de cada gene, foi maior que 1 para os tecidos obtidos de defeitos 

tratados com AP-PDLSCs, demonstrando que a expressão de Rankl foi maior que a 

de Opg nesses tecidos. No grupo CTL a razão foi 0,99, o que significa que a 

expressão dos dois genes foi semelhante para esse grupo. Nos tecidos derivados de 

defeitos tratados com BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, a razão foi menor 

que 1, indicando que a expressão de Opg foi maior em relação à expressão de 

Rankl (Figura 9I). 
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Figura 9. Expressão gênica relativa de marcadores osteogênicos e osteoclastogênicos no 
tecido obtido da calvária do grupo CTL e dos tecidos neoformados nos defeitos ósseos 
criados em calvária de ratos 4 semanas após a injeção local de PBS, AP-PDLSCs, BP-
PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs. Os dados estão representados como média ± desvio-
padrão (n=4). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os 
tratamentos (ANOVA, p≤0,05). 
 

Considerando que a angiogênese é um processo importante para a 

formação óssea, a expressão relativa de genes angiogênico também foi avaliada.  

A expressão gênica de Cd31 foi maior nos tecidos derivados de defeitos 

tratados com AP-PDLSCs (p=0,001). Nos tecidos obtidos dos defeitos tratados com 

BP-PDLSCs, a expressão gênica de Cd31 foi maior em comparação àqueles obtidos 

do grupo CTL (p=0,004) e dos defeitos tratados com AP-PDLSCs+BP-PDLSCs 

(p=0,002), e menor em comparação aos tecidos derivados de defeitos tratados com 

PBS (0,001). Não houve diferença estatisticamente significante na expressão gênica 

de Cd31 entre tecidos derivados de defeitos do grupo CTL e daqueles tratados com 

AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,990) (Figura 10A). 
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A expressão gênica de Vegfa foi maior nos tecidos obtidos de defeitos 

tratados com PBS (PBS > AP-PDLSCs, p=0,007; PBS > CTL, BP-PDLSCs e AP-

PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,001). Os tecidos derivados de defeitos tratados com AP-

PDLSCs apresentaram maior expressão gênica de Vegfa em comparação àqueles 

obtidos do grupo CTL (p=0,042) e dos defeitos tratados com BP-PDLSCs (p=0,001) 

e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,001). Em comparação ao grupo CTL, houve menor 

expressão gênica de Vegfa nos tecidos derivados de defeitos tratados com BP-

PDLSCs (p=0,001) e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs (p=0,001). Não houve diferença 

estatisticamente significante na expressão gênica de Vegfa entre os tecidos 

derivados de defeitos tratados com BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs 

(p=0,985) (Figura 10B).  

A expressão gênica de Vegfr2 foi menor no grupo CTL (CTL < PBS e AP-

PDLSCs, BP-PDLSCs, p=0,001; CTL < AP-PDLSCs+BP-PDLSCs, p=0,028). A 

expressão gênica de Vegfr2 nos tecidos derivados de defeitos tratados com AP-

PDLSCs+BP-PDLSCs foi menor em comparação àqueles obtidos de defeitos 

tratados com PBS (p=0,009) e AP-PDLSCs (p=0,012), e semelhante aos de defeitos 

tratados com BP-PDLSCs (p=0,329). Não houve diferença estatisticamente 

significante na expressão gênica de Vegfr2 entre os tecidos derivados de defeitos 

tratados com PBS, AP-PDLSCs e BP-PDLSCs (PBS=AP-PDLSCs, p=1,000; 

PBS=BP-PDLSCs, p=0,308; AP-PDLSCs=BP-PDLSCs, p=0,370) (Figura 10C). 

 

 
Figura 10. Expressão gênica relativa de marcadores angiogênicos no tecido obtido da 
calvária do grupo CTL e dos tecidos neoformados nos defeitos ósseos criados em calvária 
de ratos 4 semanas após a injeção local de PBS, AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-
PDLSCs+BP-PDLSCs. Os dados estão representados como média ± desvio-padrão (n=4). 
Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os tratamentos 
(ANOVA, p≤0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

  

O objetivo desse estudo foi caracterizar PDLSCs com diferentes potenciais 

osteogênicos e avaliar sua capacidade para regenerar defeitos ósseos criados em 

calvárias de ratos. As células apresentaram taxas de proliferação diferentes e, de 

forma geral, expressão de marcadores de superfície semelhantes. Quanto à 

diferenciação osteoblástica, conforme esperado, o potencial osteogênico das AP-

PDLSCs foi maior em comparação às BP-PDLSCs. Essa diferença, no entanto, não 

se refletiu no potencial para reparar o tecido ósseo, pois todos os grupos tratados 

com células apresentaram formação óssea semelhante, sem atingir a regeneração 

do defeito. Nos tecidos neoformados nos defeitos tratados com AP-PDLSCs houve 

maior expressão de genes marcadores osteogênicos, osteoclastogênicos e 

angiogênicos quando comparados aos tecidos dos defeitos tratados com BP-

PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs. 

A expressão dos marcadores avaliados por citometria de fluxo, CD90, CD73, 

CD34, CD45 e CD14, para ambas as populações celulares, e a expressão de MHC 

II nas BP-PDLSCs, foram compatíveis com os parâmetros mínimos estabelecidos 

pela International Society for Cellular Therapy (ISCT) para MSCs humanas 

(DOMINICI et al., 2006). Nas AP-PDLSCs, a expressão de MHC II foi 2,8%, portanto, 

maior que o limite estabelecido pela ISCT. A expressão de MHC I foi alta em ambas 

as populações celulares, sendo maior nas BP-PDLSCs. A expressão de MHC I 

associada à expressão de MHC II baixa ou ausente é esperada para MSCs 

humanas, tais como as PDLSCs e as BM-MSCs (TRUBIANI et al., 2019; LE BLANC 

et al., 2003). Aumentos na expressão das moléculas de MHC I e II são associados à 

estimulação das MSCs por fatores pró-inflamatórios, como IFN-γ (do inglês, 

interferon-gamma) (KRAMPERA et al., 2013). No entanto, do ponto de vista 

imunológico, a expressão das moléculas de MHC na superfície das MSCs não 

parece ocasionar a rejeição das células transplantadas pelo organismo receptor. O 

transplante de MSCs humanas em animais de outras espécies, tais como ratos e 

coelhos, é um procedimento seguro e as células são incorporadas pelo organismo 

no qual são injetadas (FAHMY et al., 2017; VELANDIA et al., 2018; ŘEHOŘOVÁ et 

al., 2019). Ainda, a expressão de CD13 e CD29 corrobora dados de estudos 

anteriores (TRUBIANI et al., 2019). O marcador CD54 (ou ICAM-1) é 

constitutivamente expresso em diversos tipos celulares, mas a estimulação celular 



64 | Discussão 

 

por fatores pró-inflamatórios pode aumentar sua expressão (ROEBUCK e 

FINNEGAN, 1999). Estímulos inflamatórios também aumentam a capacidade 

proliferativa nas PDLSCs, além de reduzir a diferenciação osteoblástica dessas 

células (TANG ET AL., 2016). 

Para determinar o potencial de diferenciação osteoblástica das AP-PDLSCs 

e BP-PDLSCs, foram avaliadas a atividade in situ de ALP e a formação de matriz 

extracelular mineralizada. A ALP é um marcador fenotípico importante para a 

diferenciação osteoblástica e possui papel fundamental na formação de matriz 

mineralizada (MAJORS et al., 1997; OWEN et al., 1990). Ambas as populações 

celulares avaliadas apresentaram capacidade de diferenciação osteoblástica, 

evidenciada pela atividade in situ de ALP, que foi maior nas AP-PDLSCs em 

comparação com as BP-PDLSCs. Embora não tenha sido encontrada diferença 

estatística na formação de nódulos mineralizados, as AP-PDLSCs apresentam 

tendência à maior mineralização em comparação às BP-PDLSCs. Nossos dados 

estão em acordo com um estudo recente que demonstrou que uma população de 

PDLSCs com alto potencial osteogênico apresenta maior expressão de Runx2 e 

Sp7, além de maior formação de matriz extracelular mineralizada, quando 

comparada a uma população com baixo potencial osteogênico (ASSIS et al., 2021). 

O mesmo estudo demonstrou que a diferença de potencial osteogênico entre as 

células pode ser explicada, pelo menos em parte, por diferenças nos perfis de 

expressão de genes associados à pluripotência, tais como Nanog e Oct-4 e que, em 

última análise, mecanismos epigenéticos são responsáveis por essas diferenças 

(ASSIS ET AL., 2021). No presente estudo, tais mecanismos não foram avaliados, 

mas investigações futuras podem ser relevantes para elucidar os mecanismos 

envolvidos na diferenciação osteoblástica das AP-PDLSCs e BP-PDLSCs. É 

importante notar que a diferença na formação da matriz extracelular mineralizada 

entre os dois grupos celulares foi muito mais acentuada no trabalho de Assis e 

colaboradores (2021) do que a demonstrada no presente estudo, variação que pode 

estar associada aos diferentes meios de cultivo utilizados nos dois trabalhos. 

Considerando a diferença de potencial osteogênico entre as AP-PDLSCs e 

BP-PDLSCs in vitro, a investigação da capacidade de induzir a regeneração óssea 

in vivo foi realizada utilizando o modelo de defeito em calvária de rato. Quatro 

semanas após a injeção local de AP-PDLSCs, BP-PDLSCs ou AP-PDLSCs+BP-

PDLSCs, o tecido ósseo neoformado foi avaliado por µCT, análise histológica e PCR 
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em tempo real. Apesar de apresentar diferentes potenciais osteogênicos in vitro, a 

µCT revelou que as AP-PDLSCs, BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs 

induziram formação óssea in vivo semelhante, sendo todas superiores em 

comparação aos defeitos tratados com PBS. Essa tendência foi observada em 

trabalhos anteriores com células de outros sítios. BM-MSCs que apresentaram maior 

potencial de diferenciação osteogênica in vitro em comparação com AT-MSCs, não 

demonstraram maior capacidade de induzir a formação óssea in vivo (FREITAS et 

al., 2019a). Da mesma maneira, osteoblastos derivados do mesoderma 

apresentaram grande potencial osteogênico in vitro em comparação àqueles obtidos 

da crista neural, mas promoveram formação óssea in vivo muito similares (SOUZA et 

al., 2020). Dessa forma, o potencial osteogênico in vitro parece não prever com 

fidelidade o potencial osteogênico in vivo das células. 

Ainda, ao comparar os dados aqui apresentados com aqueles obtidos 

anteriormente por nosso grupo pesquisa, observamos que independentemente da 

fonte a partir da qual as MSCs são obtidas, a formação óssea nos defeitos de 

calvária é equivalente. A porcentagem de volume ósseo obtida após o tratamento de 

defeitos ósseos com BM-MSCs e AT-MSCs derivadas de ratos foi em torno de 45% 

e 35%, respectivamente (FREITAS et al., 2019a). Osteoblastos derivados do 

mesoderma e da crista neural de ratos apresentaram porcentagem de volume ósseo 

de aproximadamente 20% a 30%, respectivamente (SOUZA et al., 2020). Os dados 

de ambos os trabalhos são muito próximos dos valores médios encontrados nesse 

estudo para AP-PDLSCs (~ 30%), BP-PDLSCs (~33%) e AP-PDLSCs+BP-

PDSLSCs (~34%). Corroborando nossos resultados, ao comparar defeitos tratados 

com Bio-Oss® associado à PDLSCs ou BM-MSCs, foi demonstrado que não houve 

diferença na formação óssea nesses defeitos (YU, ZHOU, WANG, 2014). No mesmo 

trabalho, a porcentagem de volume ósseo nos defeitos tratados com biomaterial 

associado à PDLSCs foi de 48,6%, portanto maior que o encontrado no presente 

estudo. No entanto, o maior volume ósseo pode estar associado ao maior tempo de 

avaliação utilizado no estudo, que foi de 8 semanas após o tratamento do defeito. 

Os aspectos histológicos dos tecidos neoformados nos defeitos tratados com 

PDLSCs injetadas localmente não diferem daqueles encontrados em estudos 

anteriores, ou seja, todos apresentam maior formação de tecido conjuntivo nos 

defeitos tratados com veículo (PBS) e, nos defeitos tratados com células, tecido 

ósseo neoformado em diferentes estágios de maturação (SOUZA et al., 2020; 
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FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b). Os dados indicam que MSCs 

injetadas localmente, independentemente do tecido ou da espécie de origem e do 

grau de diferenciação, promovem formação óssea no modelo de defeito ósseo aqui 

apresentado, sem promover, no entanto, a completa regeneração do tecido ósseo. A 

presença de tecido ósseo imaturo e lamelar nos defeitos tratados com AP-PDLSCs, 

BP-PDLSCs e AP-PDLSCs+BP-PDLSCs indica a ocorrência de processo de 

remodelação no tecido ósseo. 

A avaliação da expressão gênica nos tecidos neoformados corrobora a 

ocorrência de processo de remodelação no tecido ósseo 4 semanas após a injeção 

das células. De forma geral, os tecidos derivados de defeitos tratados com AP-

PDLSCs apresentam maior expressão dos genes relacionados à formação e 

reabsorção óssea, como evidenciado pela maior expressão de Runx2, Sp7, Alp, 

Bglap, Ibsp e Rank e Rankl, respectivamente. A expressão de genes com funções 

contrastantes nos tecidos obtidos de defeitos tratados com AP-PDLSCs sugere 

fortemente a ocorrência de um processo de remodelação óssea no tecido no período 

avaliado. Nossos resultados contrastam com estudos anteriores, no qual os 

tratamentos que induziram maior expressão de genes osteogênicos também 

promoveram maior formação óssea. BM-MSCs injetadas localmente promoveram 

maior formação óssea em defeitos de calvária e induziram a maior expressão de 

genes osteogênicos no tecido, acompanhado de uma razão Rankl/Opg baixa e 

menor expressão de Trap (do inglês, Tartrate-resistant acid phosphatase), em 

comparação aos defeitos tratados com AT-MSCs, células que apresentaram a 

menor formação óssea no estudo (FREITAS et al., 2019a). A expressão de genes 

angiogênicos Cd31, Vegfa e Vegfr2 também foi maior nos tecidos derivados de 

defeitos tratados com AP-PDLSCs em comparação aos demais defeitos tratados 

com células. No entanto, a diferença no genótipo encontrado nos tecidos 

neoformados após a injeção das células não resultou em maior formação óssea em 

nenhum dos grupos tratados com PDLSCs. Em conjunto, nossos dados indicam que 

populações de PDLSCs, independentemente do potencial osteogênico in vitro, 

podem ser consideradas para o desenvolvimento de terapias celulares para o 

tratamento de defeitos ósseos. 

 

 

 



 

 

6. CONCLUSÕES 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusões | 69 

 

6. CONCLUSÕES 

 

• As PDLSCs apresentaram características de MSCs humanas, como adesão 

ao plástico, expressão de marcadores mesenquimais na superfície celular e 

ausência de marcadores hematopoiéticos. 

• As AP-PDLSCs apresentaram maior potencial osteogênico in vitro do que as 

BP-PDLSCs. 

• As AP-PDLSCs, BP-PDLSCs ou a mistura de ambas, injetadas localmente, 

promoveram formação óssea semelhante nos defeitos criados em calvária de 

ratos e maior do que nos defeitos tratados com PBS. 
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