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Do-AMARAL CCF. Estudo do fenótipo osteobástico em células-tronco 
mesenquimais de ratos normotensos e espontaneamente hipertensos 
(SHR) na presença ou não de doença periodontal. [Mestrado em Ciências 
Fisiológicas]. Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências 
Fisiológicas – SBFis, Faculdade de Odontologia de Araçatuba: Unesp – 
Universidade Estadual Paulista; 2013. 
 

Resumo 
 
Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da doença periodontal (DP) 
induzida por ligadura nos mecanismos envolvidos na atividade osteoblástica e 
mineralização da matriz óssea a partir de células-tronco derivadas da medula 
óssea do fêmur de ratos normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR). 
As linhagens (180-220 g) foram divididas em dois grupos cada: Wistar Controle 
[WC] e SHR Controle [SC], Wistar com DP [WDP] e SHR com DP [SDP]. Foi 
realizada na área de furca a análise imunoistoquímica da expressão de 
receptor ativador nuclear kappa-B ligante (RANKL), osteoprotegerina (OPG), 
fosfatase alcalina específica do osso (BALP), osteocalcina (OC), 
metaloproteinases de matriz (MMP)-2, e MMP-9, e fosfatase ácida tartarato 
resistente (TRAP) da região de furca 15 dias após a indução da DP. Células-
tronco mesenquimais derivadas da medula óssea (CTMs) foram coletadas para 
diferenciação osteogênica. Taxa de proliferação celular, conteúdo de proteína 
total e atividade específica da enzima fosfatase alcalina (FAL) foram analisadas 
nos dias 3, 7, 10 e 14. A mineralização da matriz foi analisada no dia 17. Os 
dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM), analisados 
por one- ou two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey ou Bonferroni, 
quando apropriado. RANKL foi fracamente expresso em ambas as linhagens, 
mas foi moderadamente expresso em animais SDP. OPG foi moderadamente 
expressa em animais sem PD, mas fortemente expressos naqueles com DP. A 
expressão de BALP foi maior no SDP que nos animais WDP. Imunomarcação 
para OC estava ausente ou fraca em ambas as linhagens e exibiram uma 
tendência ao aumento na presença de DP. Expressão de MMP-2 estava 
ausente ou fraca em animais sem DP, mas aumentou ligeiramente em animais 
WDP. MMP-9 foi moderadamente expressa em animais sem DP, mas 
fortemente expressa após DP, especialmente no grupo de SDP. O número de 
células TRAP-positivas observadas nos grupos WC, SC, WPD e SPD foram, 
respectivamente, 16,25 ± 6,24, 48 ± 9,83, 69,25 ± 6,75 e 95 ± 13,34. Taxa de 
proliferação celular, conteúdo de proteína total, atividade de FAL e formação de 
nódulos de matriz mineralizada foram maiores em osteoblastos de ratos Wistar 
em comparação com aqueles de SHR. A presença da DP modificou a 
expressão das proteínas relacionadas à remodelação óssea in vivo, sendo 
observada maior remodelação em animais SHR. O estudo in vitro mostrou que 
houve menor taxa de proliferação de osteoblastos e produção de matriz 
orgânica em células de animais SHR. A presença de DP aumentou a taxa de 
proliferação celular, conteúdo de proteína total e diminuiu a atividade de FAL 
em ambas as linhagens. 
 
Palavras-chave: doença periodontal, hipertensão, células-tronco, osteoblastos, 
osteoporose.  
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Do-AMARAL CCF. Experimentally induced periodontitis changes 
osteoblast phenotype in normotensive and hypertensive rats. 
[dissertation]. The Multicentric Graduate Studies Program in Physiological 
Sciences – SBFis, School of Dentistry of Araçatuba: Unesp – Univ Estadual 
Paulista; 2013. 
 
 
 

Abstract 
 
 
This study aimed to evaluate the effect of experimentally induced periodontitis 
in the mechanisms involved in osteoblastic activity and bone matrix 
mineralization from femoral bone marrow-derived stem cells in normotensive 
and hypertensive rats. Wistar and SHR rats (180–220 g)  were divided into 2 
groups each: Wistar control [WC] and SHR control [SC], and Wistar with PD 
[WPD] and SHR with PD [SPD] groups. Immunohistochemical analysis of 
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL), osteoprotegerin 
(OPG), bone alkaline phosphatase (BALP), osteocalcin (OC), matrix 
metalloproteinase (MMP)-2, MMP-9, and tartrate-resistant acid phosphatase 
(TRAP) of the furcation region were assessed 15 days after PD. Bone marrow 
mesenchymal stem cells (MSCs) were collected and assessed for osteogenic 
differentiation. Proliferation rate, total protein content, and ALP activity were 
analyzed at 3, 7, 10, and 14 days. Mineralization of matrix was analyzed at 17 
days. RANKL was weakly expressed in both strains, but was moderately 
expressed in SPD animals. OPG was moderately expressed in animals without 
PD, but strongly expressed in those with PD. The expression of BALP was 
higher in SPD than in WPD animals. Immunolabeling for OC was absent or 
weak in both strains and exhibited a tendency to increase in the presence of 
PD. MMP-2 expression was absent or weak in animals without PD, but it 
increased slightly in WPD animals. MMP-9 was moderately expressed in 
animals without PD, but strongly expressed after PD, especially in the SPD 
group. The numbers of TRAP-positive cells observed in the WC, SC, WPD, and 
SPD groups were 16.25 ± 6.24, 48 ± 9.83, 69.25 ± 6.75, and 95 ± 13.34, 
respectively. Proliferation rate, total protein content, ALP activity, and bone-like 
nodule formation were increased in osteoblasts from Wistar rats compared with 
those from SHR. Inflammatory conditions increased proliferation rate and total 
protein content, but decreased ALP activity in both strains. SHR tended to 
exhibit a lower osteoblast proliferation rate, and organic and mineral matrix 
production than Wistar rats. 
 

Keywords: periodontal disease, hypertension, stem cells, osteoblasts, 
osteoporosis. 
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dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de DP demonstrando a 

imunomarcação para BALP. 

 

Figura 6 – Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 

dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de DP demonstrando a 

imunomarcação para OC. 
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Figura 7 – Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 

dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de DP demonstrando a 

imunomarcação para MMP-2. 

 

Figura 8 – Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 

dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de DP demonstrando a 

imunomarcação para MMP-9. 

 

Figura 9 – Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 

dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de DP demonstrando a 

imunomarcação de células TRAP-positivas. 

 

Figura 10 – Densidade óptica avaliada por espectrofotometria correspondente 

à taxa de proliferação celular por refletir a atividade mitocondrial aos 3, 7, 10 e 

14 dias de cultura de CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a 

diferenciação osteogênica com meio osteogênico (MO). 

 

Figura 11 – Densidade óptica avaliada por espectrofotometria correspondente 

à quantificação proteica aos 3, 7, 10 e 14 dias de cultura de CTMs com meio de 

proliferação (MEM) e após a diferenciação osteogênica com meio osteogênico 

(MO). 

 

Figura 12 – Densidade óptica avaliada por espectrofotometria correspondente 

à atividade específica da enzima fosfatase alcalina aos 3, 7, 10 e 14 dias de 



27 

 

cultura de CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a diferenciação 

osteogênica com meio osteogênico (MO). 

 

Figura 13 – Ensaio de mineralização biológica por Vermelho de Alizarina no 

dia 17 de cultura de CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a 

diferenciação osteogênica com meio osteogênico (MO). 
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mmHg = Milímetros de mercúrio 

mmol = Milimol 

mM = Milimolar 

nm = Nanômetro 

ONU = Organização das Nações Unidas
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OC = Osteocalcina

OPG = Osteoprotegerina
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1  Introdução 

A doença periodontal (DP) é uma inflamação crônica dos tecidos 

periodontais frequentemente associada com perda óssea alveolar progressiva 

que atinge de 14 a 74% da população, variando conforme os hábitos 

alimentares e saúde pública (1, 2). A severidade e consequente destruição dos 

tecidos periodontais é dependente de interações dinâmicas entre o desafio 

microbiano e a resposta imune inflamatória do hospedeiro, tais como citocinas 

e quimiocinas, incluindo as interleucinas (IL) 1β, 4, 6, 8, 17, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) e metaloproteinases (MMPs) na circulação sanguínea e 

nos tecidos distantes do sítio de inflamação periodontal (3-5). Ao mesmo 

tempo, a periodontite também pode ser influenciada por uma série de fatores 

de risco e influência de fatores genéticos e ambientais, incluindo condições 

sistêmicas, como diabetes, imunodeficiência, estresse, hipertensão e 

osteoporose (6-11). 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo especializado composto, entre 

outros, por uma matriz de colágeno, que por sua vez é mineralizada pela 

deposição de fosfato de cálcio. Marcadores bioquímicos de remodelação óssea 

estão amplamente divididos em duas categorias: os marcadores de reabsorção 

óssea, que refletem a atividade dos osteoclastos que representam a maior 

parte da degradação do colágeno tipo I; e os marcadores de formação óssea, 

que refletem a atividade dos osteoblastos e produtos da síntese de colágeno, 

proteínas da matriz ou enzimas osteoblásticas. Os marcadores mais sensíveis 

e específicos de formação óssea incluem a fosfatase alcalina específica do 

osso (FAL) e a osteocalcina (OC). 
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Considerado um problema de saúde pública e atingindo grande parte da 

população, a osteoporose é caracterizada por uma desordem esquelética que 

apresenta uma fragilidade da estrutura mineralizada, com consequente 

redução e comprometimento da massa óssea, aumento do risco de fratura, 

reparação óssea reduzida, e, muitas vezes, perda óssea (12, 13). Algumas 

evidências clínicas identificaram uma relação entre periodontite e osteoporose 

(14, 15). No entanto, os mecanismos subjacentes a essa associação ainda não 

estão completamente esclarecidos. Há indícios de que pode haver uma 

progressão da periodontite em pacientes que apresentam osteoporose. Por 

outro lado, a DP parece contribuir para um estágio transitório de osteoporose 

por meio de seus mediadores que ativam osteoclastos, mesmo à distância do 

sítio de instalação da doença (7). 

A Hipertensão Arterial também é uma doença que representa grave 

problema na condição de saúde, atingindo entre 14% a 40% da população nos 

países do continente americano, segundo dados da Organização Mundial de 

Saúde (OMS/ONU). Algumas características, como a complexidade dos 

recursos para seu controle e prevenção, impacto na saúde das pessoas, fator 

de risco para o desenvolvimento de outras enfermidades e dificuldade de 

acompanhamento por parte da população fazem com que esta doença seja 

explorada atualmente no meio científico. Esta observação tem levado alguns 

autores a buscar alterações nos processos bioquímicos e fisiológicos que 

possam estar associadas à hipertensão. 

Doenças sistêmicas têm sido associadas a episódios de hipertensão, 

como diabetes, hipertireoidismo, dislipidemia e osteoporose. Apenas alguns 

estudos avaliaram a associação entre a doença periodontal e doenças 
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cardiovasculares (DCV) (16, 17). A doença periodontal pode ser considerada 

um potente fator de risco para as doenças cardiovasculares, por meio de 

mecanismos bacterianos orais, toxinas bacterianas e a liberação de 

mediadores inflamatórios. Wilson (18) e Taubman (19) mostraram que a 

presença de bactérias periodontopatogênicas pode levar à reabsorção óssea e 

inibir a sua formação, a partir da presença antigênica do lipopolissacarídeo 

(LPS) encontrado na parede celular de bactérias gram-negativas. 

Surpreendentemente, apesar dos elevados números de casos de hipertensão 

na população geral e em sua importância prognóstica, poucos dados estão 

disponíveis relacionando elevada pressão sanguínea e a doença periodontal 

(20). De acordo com esses estudos, o estado crônico e intenso da inflamação 

local (periodontite) resulta na presença de mediadores da inflamação na 

circulação, podendo assim iniciar ou exacerbar a DCV (21). Autores têm 

demonstrado que tecidos mineralizados são influenciados por uma condição de 

hipertensão, cujas alterações podem ocorrer durante o metabolismo do cálcio 

(22, 23). 

Animais SHR, obtidos por Okamoto e Aoki (24), apresentam pressão 

arterial elevada e são considerados modelos animais apropriados da 

hipertensão arterial humana. A pressão arterial elevada decorrente desses 

animais, entre outros fatores, ocorre devido ao aumento do tônus simpático e 

ainda demonstram sintomas da osteoporose. Os mecanismos subjacentes 

envolvidos nas desordens ósseas ainda estão pouco elucidados. No entanto, 

grupos de animais espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam menor 

taxa de crescimento, peso corporal, volume do trabeculado ósseo, número de 

osteoblastos e células osteoprogenitoras por milímetro quadrado. Em animais 
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SHR a atividade osteoclástica apresenta-se dominante sobre a atividade 

osteoblástica e condroblástica, resultando em uma menor quantidade de tecido 

ósseo esponjoso (22, 23). As evidências de desordens no metabolismo ósseo 

de animais SHR sugerem a condição de osteoporose em indivíduos adultos 

(25). No entanto, até o presente momento não se tem descrito quais as 

proteínas envolvidas na formação do tecido ósseo que estão deficitárias nos 

modelos de hipertensão. Estudos avaliaram histologicamente que a 

periodontite apresenta-se exacerbada em animais SHR, com níveis moderados 

e severos de degradação colágena. Em relação a animais sadios, a mesma 

análise apresentou valores discretos de degradação (17). Contudo, mesmo 

sem a presença de um processo inflamatório instalado, animais SHR 

apresentam alterações no tecido ósseo periodontal (26). 

Estudos realizados em células do estroma medular, também chamadas 

de células-tronco mesenquimais (CTMs), têm contribuído significativamente na 

compreensão dos mecanismos envolvidos no processo de diferenciação em 

osteoblastos, proporcionando desta forma dados importantes sobre o 

comportamento destas células isoladas e o seu metabolismo. CTMs são 

células-tronco não hematopoiéticas multipotentes descritas primariamente por 

Friedenstein e colaboradores (27), que possuem a característica de aderirem a 

placas de cultura, adquirirem morfologia fibroblastoide e são capazes de formar 

colônias (28). CTMs ainda possuem a capacidade de se auto-renovarem e 

diferenciarem em linhagens do tecido conjuntivo, como osso, cartilagem, 

tendão, músculo e tecido adiposo (29). Sob condições ambientais apropriadas, 

estas células são capazes de se diferenciarem em osteoblastos maduros (30). 

A diferenciação osteogênica in vitro tem sido caracterizada pela expressão do 
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fenótipo osteoblástico e pode ser dividida em três fases distintas: proliferação, 

maturação e mineralização da matriz extracelular (31-33). Os osteoblastos 

formam uma camada proliferativa, cuja característica é a produção de matriz 

orgânica e consequente deposição mineral. A região do osteóide é 

mineralizada por meio de transporte de íons, essencialmente cálcio e fosfato, 

que formam a estrutura química da hidroxiapatita (34). 

Os marcadores mais investigados durante o estágio de diferenciação dos 

osteoblastos incluem (1) colágeno tipo I, que constitui de 90 a 95% da matriz 

extracelular produzida, cuja estrutura tem característica de conferir flexibilidade 

ao osso (35); (2) fosfatase alcalina (FAL), que promove a hidrólise das 

moléculas de -glicerolfosfato e é considerada a enzima-chave no processo de 

início diferenciação para a mineralização (36); (3) sialoproteína óssea, que se 

conjuga com o colágeno tipo I (37) e promove o início da deposição dos cristais 

de hidroxiapatita (38); e (4) osteocalcina, que é sintetizada pelos osteoblastos e 

possui alta afinidade com os cristais de hidroxiapatita, sendo expressa nos 

estágios tardios da maturação osteoblástica. Possui a finalidade de regular o 

crescimento e integridade do cristal ósseo (39). 

Sendo o osso uma forma especializada e muito densa de tecido 

conjuntivo, sua matriz é predominantemente uma mistura de colágeno e 

partículas sólidas. Enquanto o colágeno resiste às forças de tração, seu 

componente particulado resiste às forças de compressão. No entanto, apesar 

de toda sua rigidez, o tecido ósseo não é permanentemente imutável, pois em 

toda sua matriz extracelular estão canais e cavidades ocupadas por células 

vivas, os osteócitos. Estas células estão relacionadas a um turnover de 

remodelamento responsável pela substituição da matriz no interior do osso (40-
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43) e embora não tenham a oportunidade de se dividir, continuam a secretar 

pequenas quantidades de matriz em torno de si e a controlar a mineralização 

da matriz óssea. Dos três tipos de células ósseas, os osteócitos são muito 

abundantes no tecido ósseo e tem a interface mais larga com a matriz óssea e 

sua conexão com outros osteócitos, com osteoblastos e com osteoclastos, via 

processos citoplasmáticos, formando uma rede celular na matriz. No entanto, o 

mecanismo de maturação dos osteócitos ainda é obscuro, mas a mineralização 

da matriz óssea pode ser o gatilho para este processo de maturação (44). 

A correta compreensão do processo de diferenciação osteogênica 

parece ser um caminho muito promissor na regeneração óssea e engenharia 

tecidual. Alterações no desenvolvimento esquelético de ratos SHR têm sido 

relatadas na literatura (45, 46). No entanto, não existem relatos sobre o 

fenótipo osteoblástico de CTMs obtidas nesta linhagem. Além disso, ainda não 

foi investigada a influência que uma importante condição inflamatória crônica 

como a PD pode exercer sobre a diferenciação osteogênica em modelos 

experimentais normotensos e hipertensos. Adicionalmente, ainda são escassos 

os trabalhos na literatura científica que abordem biologia tecidual em modelos 

de periodontite experimentalmente induzida em animais Wistar e SHR. 
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2 – Proposição 

 Considerando-se a ausência de evidências científicas 

supramencionadas, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de periodontite 

induzida por ligadura nos mecanismos envolvidos na atividade dos 

osteoblastos e a mineralização da matriz óssea a partir de células-tronco 

derivadas da medula óssea femoral de ratos normotensos e hipertensos. 

Nossos estudos sugerem que a hipertensão tende a diminuir a taxa de 

proliferação de osteoblastos e a produção da matriz orgânica e a doença 

periodontal tendem a aumentá-los. Para ajudar a elucidar estas questões, 

foram adotadas as seguintes estratégias: 

 

 Avaliar imunomarcação das proteínas Fosfatase Alcalina Específica do 

Osso (BALP) e Osteocalcina (OC) na região de furca. 

 Avaliar expressão do Receptor Ativador de Fator Nuclear B Ligante 

(RANKL) e Osteoprotegerina (OPG) na região de furca. 

  Avaliar a expressão de Metaloproteinase tipo 2 (MMP-2), 

Metaloproteinase tipo 9 (MMP-9) na região de furca. 

 Avaliar a quantidade de osteoclastos na região de furca por meio da 

imunomarcação à enzima Fosfatase Ácida Tartrato-Resistente (TRAP). 

 Avaliar a taxa de proliferação celular, atividade específica da enzima 

FAL, conteúdo de proteína total e mineralização biológica de 

osteoblastos derivados de células-tronco mesenquimais de animais 

Wistar e SHR com ou sem DP. 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1 Modelo experimental e aspectos éticos 

 O protocolo experimental (Processo FOA – 367/11) foi revisto e 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Odontologia do Campus de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista “Júlio 

de Mesquita Filho” – UNESP (Processo FOA 367/11). Foram usados no total 

20 ratos Wistar (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) e 20 animais SHR, com 

idade entre 60 e 75 dias, pesando entre 180 e 220 g. A pressão sanguínea 

sistólica foi aferida por pletismografia de cauda (Narco Bio-systems, Houston, 

TX, EUA). Somente animais SHR que apresentaram pressão sanguínea 

sistólica igual ou superior a 150 mmHg foram selecionados. Estes animais 

foram mantidos em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia, temperatura 

entre 22 ± 1 ºC e umidade (55% ± 3%). Durante todo o experimento, os animais 

consumiram ração sólida selecionada e água ad libitum. 

 

3.2 Periodontite induzida por ligadura 

 Os animais foram divididos em 4 grupos contendo 10 animais cada 

conforme segue: (1) Wistar Controle (WC), Wistar com DP (WPD), SHR 

Controle (SC) e SHR com DP (SPD). Para realização de todos os 

procedimentos experimentais, os ratos foram anestesiados por injeção 

intramuscular de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) (Dopalen; Vetbrands, 

Paulinia, SP, Brasil) e quetamina (80 mg/kg de peso corporal) (Anasedan; 

Vetbrands). Os primeiros molares inferiores de cada animal receberam uma 
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ligadura com fio de seda (4-0) ao redor da posição subgengival. Após 15 dias 

do posicionamento da ligadura, os animais foram eutanasiados por meio da 

colocação dos mesmos em um recipiente hermético cúbico de vidro, onde 

respiraram uma mistura de 2% de halotano (Tanohalo; Cristália, Itapira, SP, 

Brasil) em ar atmosférico por 10 minutos. Os fêmures e as mandíbulas foram 

obtidos destes animais para os ensaios histológicos e de biologia celular, 

respectivamente. 

 

3.3 Análise Histológica e Quantificação Imunoistoquímica 

 As mandíbulas foram removidas e fixadas em paraformaldeído 

tamponado neutro a 4% por um período de 24 h. Os espécimes foram lavados 

e descalcificados com uma solução contendo 10% de ácido 

dietilaminotetracético (EDTA) (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) por 30 

dias. Após este procedimento, as mandíbulas foram desidratadas em séries 

crescentes de álcoois, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Foram 

obtidos cortes longitudinais contendo 6 m de espessura e imunologicamente 

marcados para determinar a expressão de Receptor Ativador Nuclear kappa-B 

Ligante (RANKL), Osteoprotegerina (OPG), Fosfatase Alcalina Específica do 

Osso (BALP), Osteocalcina (OC), Metaloproteinase tipo 2 (MMP-2), 

Metaloproteinase tipo 9 (MMP-9) e Fosfatase Ácida Tartrato-Resistente (TRAP) 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Foram utilizadas as 

concentrações de anticorpos primários anti-RANKL (1:100), anti-OPG (1:50), 

anti-OC (1:100), anti-MMP-9 (1:50) e anti-TRAP (1:500) feitos em cabra, anti-

MMP-2 (1:250) feito em camundongo e anti-BALP (1:250) feito em coelho. Os 

anticorpos secundários biotinilados (Jackson Immuno research Laboratories, 
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West Grove, PA, EUA) anti-cabra, anti-camundongo e anti-coelho tiveram a 

concentração de 1:500. Para a amplificação da reação foi utilizado o kit 

contendo o complexo avidina-biotina (Dako Corp., Carpinteria, CA, EUA), e o 

cromógeno utilizado foi a diaminobenzidina (Dako Corp.). Com o objetivo de 

aprimorar a técnica para uma correta identificação das moléculas-alvo, todas 

as imunomarcações foram padronizadas previamente. Adicionalmente, foram 

feitos controles negativos para avaliar possíveis marcações inespecíficas. Ao 

final do procedimento, as estruturas basofílicas foram coradas com 

Hematoxilina de Harry’s. As imagens selecionadas foram digitalizadas em 

magnificação de original de 100X ou 400X com uma câmera (Axio Cam MRc5; 

Carl Zeiss do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brazil) acoplada a um 

microscópio óptico (Stemi 2000-C; Carl Zeiss do Brasil Ltda.). O background 

decorrente da digitalização, balanço de cor, brilho e contraste foram corrigidos 

com o auxílio de software específico. Para a análise quantitativa e 

semiquantitativa da imunoistoquímica, dez cortes foram aleatoriamente 

selecionados por um dos autores para o exame da região de furca do primeiro 

molar inferior. Foram determinados escores em proporção a marcação como 0, 

1, 2, 3 e 4 correspondente a ausente, fraco, moderado, forte e muito forte 

imunorreatividade, respectivamente. 

 

3.4 Isolamento, preparação e cultura de células-tronco de 

ratos 

 A medula óssea foi obtido a partir dos dois fêmures e removida pela 

passagem de 20 mL de Meio Essencial Mínimo (MEM) contendo 10% de Soro 
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Fetal Bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina e 1% de antibióticos (100 U/mL de 

Penicilina G, 100 g/mL de Estreptomicina e 0,3 g/mL de Anfotericina B) 

(Sigma). A suspensão celular foi filtrada por uma tela metálica de 70 m de 

diâmetro de perfuração através de agulhas do tipo gauge de calibres 22 e 26. 

Após uma rápida centrifugação, o sedimento celular foi suspenso em meio de 

cultura e em seguida dividido e semeado em frascos de cultura de 75 cm2 

(Santa Cruz Biotechnology). As células foram cultivadas em atmosfera 

humidificada contendo 5% de CO2 a 37 ºC. Após um período de 10 dias, uma 

vez confluentes, as células foram recolhidas com a utilização de uma solução 

de tripsina-EDTA (Sigma). Células nucleadas foram contadas por meio deum 

hemocitômetro (câmara de Neubauer), e foram então subcultivadas a 5,0 X 105 

células/poço em placas de cultura de 24 poços (Santa Cruz Biotechnology). 

 

3.5 Diferenciação osteogênica 

 Após 4 dias em cultura, as células foram cultivadas em meio 

osteogênico contendo MEM suplementado com 10 nM -glicerofosfato (-GP), 

50 g/mL de ácido ascórbico e 10 nM de dexametasona (Sigma). Após 3, 7, 10 

e 14 dias, a viabilidade celular foi avaliada por meio da conversão de [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) (Sigma) em 

cristais de formazan. A atividade de FAL e conteúdo de proteína total foram 

avaliados também no período 3, 7, 10 e 14 dias, e a produção de nódulos 

mineralizados foi avaliada aos 17 dias. 
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3.6 Ensaio de atividade mitocondrial pela redução do MTT 

 Os meios de cultura foram removidos e substituídos pelo MEM livre de 

SFB contendo 0,5 mg/mL de MTT. Esse ensaio é dependente da redução do 

MTT pela desidrogenase mitocondrial de células viáveis, em formazan, o qual 

pôde ser quantificado por densidade óptica avaliada por espectrofotometria. A 

redução celular do MTT pela atividade mitocondrial do anel tetrazólio resultou 

na formação de um depósito de cristais de formazan com coloração de roxo-

escuro insolúvel em água. Após incubação durante o período de 3 h, o meio 

sobrenadante foi removido e 500 L de etanol a 96% foram adicionados para 

solubilizar os cristais de formazan. Depois disso, 200 L da solução foram 

colocados em uma placa de 96 poços, e os valores de absorbância foram 

capturados com o auxílio de um espectrofotômetro com o comprimento de 

onda calibrado a 570 nm. 

 

3.7 Conteúdo de proteína total 

 A dosagem de proteína total foi realizada aos 3, 7, 10 e 14 dias, 

seguindo o método de Lowry (47). O meio de cultura dos poços foi removido, e 

os poços foram lavados com solução tampão de fosfato salino (PBS) frio e 

posteriormente foram adicionados 300 L do surfactante dodecil sulfato de 

sódio (SDS) a 0,1% para formar o lisado celular. Ao final dos ciclos, 1 ml do 

lisado de células de cada poço foi transferido para tubos de ensaio, misturado 

com 500 l de solução de Lowry (Sigma) e deixado em repouso à temperatura 

ambiente por 20 minutos. Após este período, foram adicionados 200 L de 

solução de reagente fenol de Folin e Ciocalteau. Os dados foram normalizados 
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utilizando albumina sérica bovina como um padrão. Finalmente, 200 L da 

solução foram colocados numa placa de 96 poços e os valores de absorbância 

foram capturados com o auxílio de um espectrofotômetro com o comprimento 

de onda calibrado 660 nm. A quantidade de proteína total foi expressa em 

µg/ml. 

 

3.8 Atividade específica da enzima FAL 

 A atividade de FAL foi medida aos 3, 7, 10 e 14 dias por meio da 

liberação de timolftaleína pela hidrólise do substrato de timolftaleína 

monofosfato, utilizando um kit comercial segundo as instruções do fabricante 

(Labtest Diagnostica SA, Ribeirão Preto, SP, Brasil). Alíquotas de 25 L do 

lisado celular usado para a quantificação proteica foram usados para calcular a 

atividade específica de FAL. O lisado foi transferido para tubos, incubado com 

substrato de FAL e 0,5 ml de tampão dietanolamina a 0,3 mmol/ml, pH 10.1, a 

37 ºC durante 10 min e, em seguida, a reação foi interrompida pela adição de 

tampão. No tubo padrão foram acrescentados 50 µL da solução padrão. Após 

esse período foi adicionado em todos os tubos, branco, padrão e testes, 1 mL 

do reagente de cor (Na2CO3 0,09 mmol/ml e NaOH 0,25 mmol/ml). Depois 

disto, 200 L da solução final foram colocados numa placa de 96 poços e os 

valores de absorbância foram capturados com o auxílio de um 

espectrofotômetro com o comprimento de onda calibrado 590 nm. A 

concentração de FAL e atividade específica foram normalizadas pela 

quantidade total de proteínas. 
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3.9 Formação de nódulos ósseos in vitro 

 Ao final de 17 dias, os poços foram lavados três vezes com PBS 

aquecido a 37 °C, aspirados e preenchidos com formol tamponado neutro a 4% 

por 2 h. Em seguida, os poços foram desidratados em séries crescentes de 

álcoois e as culturas, lavadas com água destilada e incubadas com 1% de 

Vermelho de Alizarina S (Sigma), durante 30 min à temperatura ambiente. 

Finalmente, as células foram lavadas com água destilada por duas vezes, e 

visualizados em microscopia de luz. Os poços foram examinados em 

microscópio de fase invertido e as imagens selecionadas foram digitalizadas 

em com uma câmera acoplada ao microscópio. O background decorrente da 

digitalização, balanço de cor, brilho e contraste foram corrigidos com o auxílio 

de software específico. 

 

3.10 A análise estatística 

 Todos os dados foram apresentados como média ± erro padrão da 

média (EPM), analisados por one- ou two-way ANOVA seguido de pelo teste 

de Tukey ou Bonferroni, respectivamente, quando apropriado, usando um 

programa estatístico (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). O limite 

de significância estatística foi estabelecido para p ≤ 0,05. 
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4 Resultados 

 

4.1  Análise Imunoistoquímica Quantitativa e Semiquantitativa 

 A imunomarcação das proteínas RANKL, OPG, BALP, OC, MMP-2, 

MMP-9 na região de furca é apresentada nas Figuras 1 e 2. A análise 

imunoistoquímica mostrou que a RANKL está fracamente marcada em todos os 

grupos (Figura 3). Um aumento significativo da expressão de RANKL ocorreu 

no grupo SDP em relação ao grupo SC (p < 0,05) (Figura 1A). A 

imunomarcação de OPG mostrou uma expressão moderada para os grupos 

WC e SC (Figura 4). A presença de DP induziu um aumento da 

imunomarcação de OPG no grupo SDP, quando comparado com o grupo SC (p 

<0,05), mas não no grupo WPD (Figura 1B). Animais SHR apresentaram 

expressão elevada de BALP antes e depois DP (Figura 5). A expressão de 

BALP foi maior no grupo SDP quando comparado com o grupo WPD (p < 0,05) 

(Figura 1C). Houve uma imunorreatividade fraca ou ausente para OC nos 

grupos WC e SC (Figura 6). Um ligeiro aumento da imunomarcação para OC 

após DP ocorreu em ambas as linhagens, porém sem significância estatística 

(Figura 1D). A expressão de MMP-2 foi fraca ou ausente nos grupos WC e SC 

(Figura 7). Um ligeiro aumento da expressão foi observado no grupo WDP, 

porém sem significância estatística (Figura 2A). Ratos Wistar e SHR sem DP 

apresentaram fraca expressão de MMP-9 (Figura 8). No entanto, após a 

indução da DP, ocorreu um padrão de expressão moderado a forte de MMP-9 

e diferenças estatísticas puderam ser notadas entre os grupos WC e WDP (p < 

0,05), SC e SDP (p < 0,001), e entre WDP e SDP (p < 0,05) (Figura 2B). A 
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contagem de células TRAP-positivas observadas nos grupos WC, SC, WDP e 

SDP foram 16,25 ± 6,24, 48 ± 9,83, 69,25 ± 6,75 e 95 ± 13,34, 

respectivamente. Foi observado um maior número de células TRAP-positivas 

entre os grupos SC e WC (p < 0,01), WDP e WC (p < 0,001), SDP e SC (p < 

0,001) e entre SDP e WDP (p < 0,05) (Figura 2 C e Figura 9). 
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Figura 1 - Imunomarcação para RANKL, OPG, BALP e OC no tecido 
periodontal de animais Wistar e SHR com ou sem doença periodontal. Painel 
A: Intensidade de marcação para RANKL nos grupos Wistar Controle (WC), 
Wistar com Doença Periodontal (WDP), SHR Controle (SC) e SHR com 
Doença Periodontal (SDP). Painel B: Intensidade de marcação para OPG nos 
grupos Wistar Controle (WC), Wistar com Doença Periodontal (WDP), SHR 
Controle (SC) e SHR com Doença Periodontal (SDP). Painel C: Intensidade de 
marcação para BALP nos grupos Wistar Controle (WC), Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), SHR Controle (SC) e SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Painel D: Intensidade de marcação para OC nos grupos Wistar Controle (WC), 
Wistar com Doença Periodontal (WDP), SHR Controle (SC) e SHR com 
Doença Periodontal (SDP). As barras representam a média ± EPM. Todos os 
dados foram comparados por ANOVA com post test de Tukey de múltipla 
comparação. * p <0,05 = estatisticamente significativo. 
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Figura 2 - Imunomarcação para MMP-2, MMP-9 e TRAP no tecido periodontal 
de animais Wistar e SHR com ou sem doença periodontal. Painel A: 
Intensidade de marcação para MMP-2 nos grupos Wistar Controle (WC), Wistar 
com Doença Periodontal (WDP), SHR Controle (SC) e SHR com Doença 
Periodontal (SDP). Painel B: Intensidade de marcação para MMP-9 nos grupos 
Wistar Controle (WC), Wistar com Doença Periodontal (WDP), SHR Controle 
(SC) e SHR com Doença Periodontal (SDP). Painel C: Contagem de células 
TRAP-positivas nos grupos Wistar Controle (WC), Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), SHR Controle (SC) e SHR com Doença Periodontal (SDP). 
As barras representam a média ± EPM. Todos os dados foram comparados por 
ANOVA com post test de Tukey de múltipla comparação. * p <0,05 = 
estatisticamente significativo. 
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Figura 3 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de RANKL nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 4 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de OPG nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 5 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de BALP nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 6 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de OC nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 7 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de MMP-2 nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 8 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de MMP-9 nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 100x; B, D, F e H: 400x. 
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Figura 9 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores 
dos animais Wistar e SHR Controles e após 15 dias de Doença Periodontal 
experimentalmente induzida. Expressão de TRAP nos grupos (A e B) Wistar 
Controle (WC), (C e D) SHR Controle (SC), (E e F) Wistar com Doença 
Periodontal (WDP), (G e H) SHR com Doença Periodontal (SDP). 
Contracoloração realizada com Hematoxilina de Harry’s. Magnificação original 
em A, C, F e G: 200x; B, D, F e H: 400x. 
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4.2  Taxa de proliferação de CTMs de ratos Wistar e SHR com 

ou sem de DP 

Aos 3 (D3), 7 (D7), 10 (D10) e 14 (D14) dias de diferenciação, os 

osteoblastos de ratos SHR apresentaram menores taxas de proliferação celular 

do que ratos Wistar (Figura 10A e B). Foi observado um perfil distinto de 

proliferação celular na presença do meio osteogênico (MO), tanto em ratos 

Wistar quanto SHR com ou sem DP. A taxa de crescimento da cultura foi maior 

no grupo WDP do que no grupo WC aos 3, 10 e 14 dias (p < 0,001). Quando 

cultivadas com MO, foi observada uma diminuição significativa na proliferação 

celular no grupo WC nos dias 3 (p < 0,01) e 7 (p < 0,001) em relação ao meio 

de proliferação. No entanto, no dia 14, foi observado um aumento significativo 

(p < 0,001) na proliferação celular. O grupo Wistar com DP com MO (WDP-MO) 

apresentou uma menor proliferação celular durante os primeiros dias em 

cultura no D3 e D7 (p < 0,001) em relação ao grupo WDP, mas superior no D10 

e D14 (p < 0,001). A comparação apenas de osteoblastos mostrou que a maior 

capacidade proliferação celular foi observada em WDP-MO no D3 (p < 0,05), 

D10 (p < 0,001) e D14 (p < 0,001) quando comparado ao grupo WC-MO. 

 Considerando-se os grupos SHR, um aumento significativo na taxa de 

proliferação celular foi observado no D10 no grupo SDP quando comparado ao 

grupo SC (p < 0,001). A presença da condição osteogênica em SC-MO causou 

uma redução significativa da proliferação celular em todos os períodos 

experimentais avaliados: D3 (p < 0,001), D7 (p < 0,001), D10 (p < 0,001) e D14 

(p < 0,01) quando comparada ao grupo SC. O grupo SDP-MO exibiu uma 

menor taxa de proliferação celular no D3 (p < 0,001) e D7 (p < 0,001), quando 
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comparado com o grupo SDP. A comparação apenas de osteoblastos mostrou 

uma maior proliferação celular no grupo SDP-MO no D10 (p < 0,001) e D14 (p 

< 0,01) quando comparado ao grupo SC-MO. 
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Figura 10 – Densidade óptica avaliada por espectrofotometria da atividade 
mitocondrial (absorbância em nanômetros) aos 3, 7, 10 e 14 dias de cultura de 
CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a diferenciação osteogênica 
com meio osteogênico (MO). Painel A: Atividade mitocondrial das células dos 
animais nos grupos Wistar Controle com MEM (WC), Wistar com Doença 
Periodontal com MEM (WDP), Wistar Controle com MO (WC-MO), Wistar com 
Doença Periodontal com MO (WDP-MO). Painel B: Atividade mitocondrial das 
células dos animais nos grupos SHR Controle com MEM (SC) e SHR com 
Doença Periodontal com MEM (SDP). SHR Controle com MO (SC-MO) e SHR 
com Doença Periodontal com MO (SDP-MO). As barras representam a média ± 
EPM. As barras representam a média ± EPM. Todos os dados foram 
comparados por ANOVA com correção de Bonferroni através de teste de 
múltipla comparação * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 = estatisticamente 
significativo. 
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4.3  Conteúdo de Proteína Total de CTMs de ratos Wistar e 

SHR com ou sem DP 

 A avaliação quanto ao conteúdo de proteína total mostrou um aumento 

progressivo com um padrão tempo-dependente em células derivadas de ratos 

Wistar. A quantificação proteica de células de ratos SHR mostrou um aumento 

inicial no sétimo dia e logo adquiriu um ligeiro aumento. Um distinto conteúdo 

de proteína de osteoblastos foi observado em ambas às células derivadas da 

linhagem Wistar e SHR com DP (Figura 11A e B). Por outro lado, não foram 

observadas diferenças na quantificação proteica entre os grupos WC e WDP 

nos períodos experimentais testados. A presença de meio osteogênico causou 

um aumento significativo nos níveis de proteína no D10 (p < 0,001) e D14 (p < 

0,001) no grupo WC-MO quando comparados com WC. Da mesma forma, o 

grupo WDP-MO exibiu um aumento da taxa de proteína no D10 (p < 0,001) e 

D14 (p < 0,001) em comparação ao grupo WDP. 

 A comparação apenas com osteoblastos mostrou que o grupo WDP-MO 

apresentou valores de proteína inferiores ao grupo WC-MO (p < 0,05). Nos 

grupos derivados de animais SHR, um aumento significativo no D10 no grupo 

SDP quando comparado ao grupo SC (p < 0,001) foi observado, seguido por 

um pequeno decréscimo no D14 (p < 0,05). O grupo SC-MO apresentou um 

aumento significativo na quantidade de proteína no D7 (p < 0,001) e uma 

diminuição no D10 (p < 0,05) quando comparado o grupo SC. O grupo SDP-

MO exibiu maior produção de proteína no D7 (p < 0,001) e D14 (p < 0,001), 

mas inferior ao D10 (p < 0,01) em relação ao grupo WPD. Em comparação com 

o grupo SC-MO, uma diminuição significativa no conteúdo de proteína total no 
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grupo SDP-MO em D7 (p < 0,05) foi observado, seguido por um aumento no 

D10 (p < 0,001) e D14 (p < 0,01). 
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Figura 11 – Conteúdo de Proteína Total (g/l) das células dos animais Wistar 
e SHR com ou sem doença periodontal aos 3, 7, 10 e 14 dias de cultura de 
CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a diferenciação osteogênica 
com meio osteogênico (MO). Painel A: Conteúdo de proteína total das células 
dos animais nos grupos Wistar Controle com MEM (WC), Wistar com Doença 
Periodontal com MEM (WDP), Wistar Controle com MO (WC-MO), Wistar com 
Doença Periodontal com MO (WDP-MO). Painel B: Conteúdo de proteína total 
das células dos animais nos grupos SHR Controle com MEM (SC) e SHR com 
Doença Periodontal com MEM (SDP). SHR Controle com MO (SC-MO) e SHR 
com Doença Periodontal com MO (SDP-MO). As barras representam a média ± 
EPM. As barras representam a média ± EPM. Todos os dados foram 
comparados por ANOVA com correção de Bonferroni através de teste de 
múltipla comparação * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 = estatisticamente 
significativo. 
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4.4  Atividade da FAL de CTMs de ratos Wistar e SHR com ou 

sem DP 

 A atividade específica da enzima FAL mostrou diferenças entre as 

células obtidas das linhagens Wistar e SHR. O pico de atividade da enzima 

para as células de ratos Wistar ocorreu no D7, enquanto que as células SHR 

apresentaram um ligeiro aumento em todos os períodos experimentais (Figura 

12A e B). A atividade de FAL foi menor nas culturas do grupo WDP em relação 

ao grupo WC no D3 (p < 0,01) e D7 (p < 0,001). A condição osteogênica 

provocou um aumento significativo da atividade de FAL no grupo WC-MO no 

D7 (p < 0,001) e D14 dias (p < 0,05) quando comparado com o grupo WC. O 

mesmo foi observado para o grupo WDP-MO em comparação com o grupo 

WPD no D7 (p < 0,001). A comparação apenas de osteoblastos mostrou que 

uma menor atividade de FAL foi observada no grupo WDP-MO no D7 (p < 

0,001) e D14 (p < 0,05) em comparação com o grupo WC-MO. Nas células de 

grupos derivados de animais SHR, foi observada uma diminuição significativa 

da atividade de FAL no grupo SPD no D10 e D14 (p < 0,001) quando 

comparado com o grupo SC. A presença da condição osteogênicano grupo SC-

MO causou um aumento significativo na atividade de FAL no D7, D10 e D14 (p 

< 0,001) quando comparados com o grupo SC. O grupo SDP-MO exibiu uma 

atividade de FAL maior durante D7, D10 e D14 (p < 0,001) em relação ao 

grupo SDP. Foi observada uma menor atividade de FAL no grupo SDP-MO 

durante o D10 e D14 (p < 0,001) quando comparado ao grupo SC-MO. 
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Figura 12 – Atividade específica da enzima FAL (U/mg) das células dos 
animais Wistar e SHR com ou sem doença periodontal aos 3, 7, 10 e 14 dias 
de cultura de CTMs com meio de proliferação (MEM) e após a diferenciação 
osteogênica com meio osteogênico (MO). A atividade específica foi 
normalizada pelo conteúdo de proteína total. Painel A: Atividade específica da 
FAL das células dos animais nos grupos Wistar Controle com MEM (WC), 
Wistar com Doença Periodontal com MEM (WDP), Wistar Controle com MO 
(WC-MO), Wistar com Doença Periodontal com MO (WDP-MO). Painel B: 
Atividade específica da FAL das células dos animais nos grupos SHR Controle 
com MEM (SC) e SHR com Doença Periodontal com MEM (SDP). SHR 
Controle com MO (SC-MO) e SHR com Doença Periodontal com MO (SDP-
MO). As barras representam a média ± EPM. As barras representam a média ± 
SEM. Todos os dados foram comparados por ANOVA com correção de 
Bonferroni através de teste de múltipla comparação * p <0,05; ** p <0,01; *** p 
<0,001 = estatisticamente significativo. 
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4.5  Mineralização in vitro 
 

A formação de nódulos com depósitos Alizarina-positivos foi encontrada 

na observação das placas com o auxílio do microscópio. Nódulos 

mineralizados foram observados apenas em células cultivadas em meio 

osteogênico. A marcação por Alizarina resultou em diferenças acentuadas 

entre culturas Wistar e SHR aos 17 dias. Por outro lado, os osteoblastos 

derivados de animais com doença periodontal não mostraram diferenças na 

mineralização da matriz (Figura 13). 
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Figura 13 - Fotomicrografia do ensaio de mineralização in vitro das células de 
animais Wistar e SHR com ou sem doença periodontal cultivadas em meio de 
proliferação (MEM) ou meio osteogênico (MO). (A e B) Wistar Controle em 
MEM; (C e D) Wistar Controle em MO; (E e F) Wistar com Doença Periodontal 
em MEM; (G e H) Wistar com Doença Periodontal em MO; (I e J) SHR Controle 
em MEM; (K e L) SHR Controle em MO; (M e N) SHR com Doença Periodontal 
em MEM; (O e P) SHR com Doença Periodontal em MO. Coloração realizada 
com Alizarina vermelha S. Magnificação original em A, C, E, G, I, K, M e O: 
40x, B, D, F, H, J, L, N, P: 1000x. 
  

CTMs CTMs + MO 
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5 Discussão 

 

 Nossos resultados demonstraram que o DP promove respostas 

diferentes no osso alveolar de ratos Wistar e SHR. Além disso, as CTMs 

derivadas de animais SHR diferenciadas em osteoblastos apresentaram menor 

taxa de proliferação celular, conteúdo de proteína total e atividade específica 

da FAL do que as células da linhagem Wistar. Adicionalmente, os osteoblastos 

de animais com periodontite experimentalmente induzida em ambas as 

linhagens foram capazes de aumentar a taxa de proliferação, teor de proteína e 

reduzir a atividade de ALP, sugerindo que a inflamação crônica é capaz de 

mudar o fenótipo dos osteoblastos independente da pressão arterial. 

 O equilíbrio correto de expressão OPG-RANKL é um importante 

indicador da integridade óssea. OPG é uma molécula solúvel circulante 

produzida por osteoblastos e inibe a ativação de osteoclastos por meio da 

ligação a RANKL (48, 49). Os nossos dados indicam que a expressão de 

RANKL é fraca em ambas as linhagens Wistar e SHR, e há um aumento 

estatisticamente significativo na expressão de RANKL e OPG em animais SHR 

quando os mesmos se encontram com DP. TNF-α e IL-6 são citocinas que 

ativam as vias catabólicas da reabsorção óssea (50). Durante DP há uma 

grande variedade de citocinas e quimiocinas que são liberadas durante o 

desenvolvimento da doença, talvez favorecendo o osteoblasto e/ou ativação 

dos osteoclastos, que pode ser dependente da quantidade de OPG e/ou 

ligação RANKL-RANK. Além disso, o nível de OPG melhor observado em 

nossos resultados pode ser devido a uma resposta compensatória ao aumento 

da atividade dos osteoclastos ou ao equilíbrio negativo da remodelação em 
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algumas condições sistêmicas, principalmente notado no modelo SHR. Estes 

mecanismos compensatórios têm sido observados em outras condições 

sistêmicas, como diabetes e excesso de glicocorticoides (51). 

 A função fisiológica precisa da enzima BALP é ainda desconhecida, mas 

ela desempenha um papel importante na formação da matriz orgânica e 

mineralização óssea. A atividade de BALP é dependente da correta ligação de 

íons cálcio obtida pela atividade OC. A OC é ativa na organização da matriz 

extracelular envolvida no processo de mineralização do osteóide (52). Até o 

presente momento não existem relatos na literatura sobre a expressão de 

BALP e OC em níveis constitutivos ou durante a DP experimentalmente 

induzida. Nossos dados indicam que os animais SHR têm alta imunomarcação 

para BALP e esta situação pode levar a alterações da histologia óssea. Além 

disso, nossos resultados mostraram uma tendência ao aumentoda expressão 

BALP na presença de DP. Os resultados do presente estudo demonstram que 

ambos as linhagens de ratos Wistar e SHR têm níveis reduzidos de expressão 

de OC no tecido periodontal em condições normais. Nosso estudo também 

mostrou que há um aumento na expressão de OC após a DP 

experimentalmente induzida. Em conjunto, estes dados reforçam a ideia do 

mecanismo compensatório que está ocorrendo após a DP, principalmente em 

animais SHR. 

 MMP-2 desempenha um papel na reabsorção da matriz extracelular e 

osso desmineralizado orgânico (53). MMP-9 é expressa especificamente nas 

linhagens de células ósseas, e degrada o colágeno formado e proteínas 

relacionadas à matriz óssea (54). Nossos resultados demonstram que a MMP-2 

é fracamente marcada nos grupos Controle Wistar e SHR controle. No entanto, 
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um ligeiro aumento na expressão foi observado apenas no grupo WDP. Este 

padrão diferente pode ser dirigido ao aumento do remodelamento ósseo 

observado em animais SHR (23, 55), que é um indicativo de alta atividade dos 

osteoblastos na produção e mineralização da matriz óssea orgânica. Nos 

nossos achados, a expressão de MMP-9 no grupo SC é menor do que em WC, 

mas na presença de DP a maior expressão de MMP-9 foi encontrada em 

animais SHR. Estes dados sugerem que a maior produção de MMP-9 favorece 

o aumento da reabsorção óssea observada nos animais SHR com DP. 

 O remodelamento do periodonto pode ser avaliado pela atividade 

enzimática de células formadoras de osso ou de reabsorção óssea, tais como 

FAL e TRAP, respectivamente. Alguns estudos experimentais têm mostrado 

que os animais SHR apresentam elevada perda de osso alveolar após 

periodontite experimentalmente induzida por ligadura (17, 56, 57). Nossos 

resultados corroboram com essas observações, e apontam para um novo 

conhecimento sobre a fragilidade óssea alveolar em estado de hipertensão, 

que pode ser dirigido ao elevado número de osteoclastos, mesmo sem DP (p 

<0,01). Embora tenha sido observado um aumento significativo no número de 

células TRAP-positivas em decorrência da DP experimental para ambas as 

linhagens (p <0,001), o grupos SDP exibiu maior número de osteoclastos do 

que o grupo WDP (p <0,05). A ativação de osteoclastos durante o colapso 

periodontal pode ainda contribuir para a dissolução de fibras do ligamento 

periodontal e reabsorção óssea durante a DP. No entanto, não há relatos na 

literatura que relacionam o fenótipo osteoblástico de CTMs de animais Wistar e 

SHR frente a reabsorção óssea causada por uma inflamação crônica como DP. 
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 SHR é um modelo animal de hipertensão genética que pode apresentar 

sintomas de osteoporose devido a vários mecanismos sistêmicos. Estudos 

anteriores demonstraram que o conteúdo mineral do íon cálcio no osso não foi 

diferente entre animais SHR e normotensos (58). No entanto, os animais SHR 

apresentaram volume trabecular ósseo diminuído, aumento do remodelamento 

ósseo (23, 55) e maior número de osteoclastos (25, 59). Um dos objetivos do 

presente estudo pode sugerir, em certa medida, que a perda de massa óssea 

observada na osteoporose pode ser dirigida pela menor taxa de proliferação 

dos osteoblastos. Estas alterações poderiam ser o resultado de diferenças na 

programação destas células que ocorrem ao longo do curso da doença (60). A 

evidência para a senescência de células progenitoras endoteliais em ratos 

hipertensos experimentais e em pacientes com hipertensão essencial sugere 

que o mesmo pode ocorrer com células progenitoras derivadas de outros 

tecidos, tais como medula óssea (61). Isso explicaria a sua menor capacidade 

proliferativa em comparação com as células progenitoras obtidas dos animais 

normotensos. Além disso, até o presente momento, não há evidência de 

alterações na atividade dos osteoblastos devido à presença de inflamação 

crônica. Nós especulamos que um dos possíveis mecanismos envolvidos com 

o aumento da perda de massa óssea pode ser a menor taxa de proliferação 

celular de osteoblastos derivados das CTMs dos ratos SHR em comparação 

com os ratos Wistar. No intuito de esclarecer isto, as CTMs de ratos Wistar e 

SHR foram cultivadas in vitro sob condições apropriadas de diferenciação 

osteogênica, permitindo a comparação da sua taxa de proliferação celular. Este 

manuscrito traz a primeira evidência científica de que a taxa de proliferação 

celular dos osteoblastos derivados de ratos hipertensos adultos são menores 



83 

 

do que a observada em ratos normotensos. Adicionalmente, os osteoblastos de 

animais com a DP demonstraram aumento da taxa de proliferação celular em 

ambas aslinhagens em comparação com seus respectivamente grupos sem 

DP. Em estudos in vivo foi identificado um aumento do remodelamento ósseo 

em animais SHR, provavelmente associado a altos níveis do hormônio da 

paratireoide (PTH) em um estado hiperparatireoideo observado em animais 

SHR (62-64). Por outro lado, citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias são mais 

conhecidas por seu papel destrutivo em fraturas ou osso lesionado. Células 

osteoprogenitoras no sítio da fratura expressam proteínas morfogenéticas 

ósseas (65, 66), que guiam CTMs para proliferarem e se diferenciarem (67, 

68). Além disso, o TNF-, IL-12 e interferon- (IFN-) (69, 70) e IL-1, IL-6, IL-11 

(71) estão aumentados no local da fratura, podendo contribuir para 

modificações no fenótipo celular. No entanto, não existem estudos que 

identificaram a influência de fatores ambientais e programação epigenética 

diretamente na expressão gênica de osteoblastos e seu respectivo fenótipo em 

modelos hipertensos e a possível interferência de um estado inflamatório. 

 Numerosas vias de sinalização e fatores de transcrição estão envolvidos 

na diferenciação osteogênica (72). O fator de transcrição relacionado à Runt-2 

(Runx-2) é um importante regulador do fenótipo osteogênico via osteocalcina 

(OC) e a regulação epigenética também é crucial para a atividade de Runx-2 

(73-75). Nossos dados indicam que os osteoblastos derivados de CTMs de 

linhagens que apresentavam DP experimentalmente induzida previamente 

proliferaram mais do que as células obtidas para o seu grupo controle. Este 

pode ser um indicativo de que a produção de mediadores locais e sistêmicos, 
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que ocorre durante o estabelecimento DP crônica, pode alterar a conformação 

genética das células que ainda estão em um estágio indiferenciado. 

 A qualidade do osso é muito importante na substituição óssea e nas 

terapias regenerativas, uma vez que o fator determinante é a força que incide 

sobre o tecido ósseo (76). A matriz do osso é composta por uma fase orgânica 

que consiste principalmente em colagénio do tipo I, que proporciona a 

resistência, e uma fase inorgânica, que constitui a deposição de íons cálcio que 

conferem a rigidez ao osso (77, 78). O nosso estudo mostrou que a quantidade 

de proteína total produzida por osteoblastos derivados de diferentes modelos 

seguem o que acontece na taxa de proliferação celular. Isto está de acordo 

com o que é observado por Coelho (79), que é uma demonstração de que as 

importantes alterações morfológicas ocorrem no citoesqueleto e o 

comportamento celular durante a fase de diferenciação (80). Pode ser sugerido 

que a maior produção de proteína ocorre devido a uma maior taxa de 

proliferação celular e consequente produção de matriz extracelular. O aumento 

da taxa de proliferação celular é seguido por um aumento do conteúdo de 

proteína total, sugerindo uma melhoria no metabolismo ósseo total. Isso 

explicaria porque a gravidade da DP é aumentada em SHR e também ilustra o 

fato de que a DP evoca uma resposta compensatória, evidenciada pelo 

aumento do metabolismo de células derivadas desta condição patológica 

sistêmica. Em células de ratos Wistar, o aumento na produção da proteína 

ocorre de forma tempo-dependente, o que, por sua vez, não é observada em 

células de animais SHR. Podemos especular que este resultado talvez seja 

devido a um possível estágio de desenvolvimento dos osteoblastos de animais 

SHR. 
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 A deposição mineral de osteoblastos in vitro inicia após hidrólise do -

GP pela FAL em fosfato de cálcio, que proporciona as condições químicas para 

que ocorra a mineralização biológica (81-83). Os resultados apresentados 

sobre a atividade de ALP apresentaram níveis diminuídos em osteoblastos 

derivados de animais SHR em comparação com ratos Wistar. Como observado 

anteriormente na literatura, sob condições ambientais osteogênicas 

adequadas, o pico da atividade específica desta enzima ocorre no 7º dia (36, 

79, 84, 85). No entanto, este estudo mostrou ainda que o nível de FAL dos 

osteoblastos derivados de CTMs de animais SHR esteve crescente durante 3 e 

7 dias, e mostrou poucas mudanças após o 10 º dia. Este resultado sugere que 

não só a produção de matriz orgânica é prejudicada em osteoblastos derivados 

de CTMs obtidos a partir de animais SHR, mas também a produção de matriz. 

Mais uma vez, pode-se especular que a menor atividade de FAL e taxa de 

mineralização de matriz estariam associadas com a maior perda óssea ou 

maior fragilidade para formação óssea, principalmente pela menor diminuição 

de íons fosfatos, observada em animais SHR quando comparados com ratos 

Wistar. Considerando-se que a fosfatase alcalina é uma enzima presente 

principalmente nas fases finais da cicatrização periodontal, não se espera 

encontrar a sua atividade acentuada durante as fases iniciais da doença 

periodontal. 

 Entender os fatores que regulam o crescimento ósseo, o remodelamento 

do osso contínuo ao longo da vida e a regeneração do tecido lesado são 

questões biológicas básicas e preocupações clínicas atuais para o tratamento 

de doenças ósseas (36). Compreender o comportamento exclusivo dos 

osteoblastos com base nas condições sistêmicas distintas, tais como 
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hipertensão pode ajudar ainda mais o clínico para projetar terapias mais 

corretamente. 

 Além disso, os resultados do presente estudo indicam que, no modelo 

animal de hipertensão, modificações celulares intrínsecas ocorrem em células 

que não estão diretamente relacionadas com a doença cardiovascular. Isto 

ainda é importante para que seja possível identificar em que fase do 

desenvolvimento osteoblástico estas alterações aparecem e se podem ser 

revertidas. Para isso, tornam-se necessários mais estudos com modelos 

animais SHR de diferentes idades submetidos a terapias anti-hipertensivos 

diferentes avaliando o mecanismo pelo qual essas alterações acontecem 

principalmente a nível molecular. 
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6 Conclusões 

 Tomados em conjunto, os nossos resultados indicam que a hipertensão 

essencial em ratos e a DP promovem aumento do remodelamento ósseo por 

meio de mudanças no fenótipo osteoblástico in vivo. No entanto, a hipertensão 

tende a diminuir a taxa de proliferação de osteoblastos, produção de matriz 

orgânica e atividade de FAL in vitro, enquanto a DP tende a aumentá-los. 
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Abstract 

This study aimed to evaluate the effect of experimentally induced periodontitis 

in the mechanisms involved in osteoblastic activity and bone matrix 

mineralization from femoral bone marrow-derived stem cells in normotensive 

and hypertensive rats. Wistar and SHR rats (180–220 g)  were divided into 2 

groups each: Wistar control [WC] and SHR control [SC], and Wistar with PD 

[WPD] and SHR with PD [SPD] groups. Immunohistochemical analysis of 

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL), osteoprotegerin 

(OPG), bone alkaline phosphatase (BALP), osteocalcin (OC), matrix 

metalloproteinase (MMP)-2, MMP-9, and tartrate-resistant acid phosphatase 

(TRAP) of the furcation region were assessed 15 days after PD. Bone marrow 

mesenchymal stem cells (MSCs) were collected and assessed for osteogenic 

differentiation. Proliferation rate, total protein content, and ALP activity were 

analyzed at 3, 7, 10, and 14 days. Mineralization of matrix was analyzed at 17 

days. RANKL was weakly expressed in both strains, but was moderately 

expressed in SPD animals. OPG was moderately expressed in animals without 

PD, but strongly expressed in those with PD. The expression of BALP was 

higher in SPD than in WPD animals. Immunolabeling for OC was absent or 

weak in both strains and exhibited a tendency to increase in the presence of 

PD. MMP-2 expression was absent or weak in animals without PD, but it 

increased slightly in WPD animals. MMP-9 was moderately expressed in 

animals without PD, but strongly expressed after PD, especially in the SPD 

group. The numbers of TRAP-positive cells observed in the WC, SC, WPD, and 

SPD groups were 16.25 ± 6.24, 48 ± 9.83, 69.25 ± 6.75, and 95 ± 13.34, 
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respectively. Proliferation rate, total protein content, ALP activity, and bone-like 

nodule formation were increased in osteoblasts from Wistar rats compared with 

those from SHR. Inflammatory conditions increased proliferation rate and total 

protein content, but decreased ALP activity in both strains. SHR tended to 

exhibit a lower osteoblast proliferation rate, and organic and mineral matrix 

production than Wistar rats. The presence of PD tended to increase proliferation 

rate and total protein content but decrease ALP activity in both strains. 
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1. Introduction 

Periodontal disease (PD) is a chronic inflammation of periodontal tissues 

frequently associated with progressive alveolar bone loss [1]. The severity of 

the ensuing periodontal tissue destruction is dependent upon dynamic 

interactions between the microbial challenge and the host immune-inflammatory 

response [2-4]. Concurrently, periodontitis may also be influenced by a series of 

risk factors, including systemic conditions such as diabetes, immunodeficiency 

diseases, stress, hypertension, and osteoporosis [5-10]. 

Osteoporosis is characterized by a skeletal disorder presenting reduced bone 

mass and compromised bone strength, which leads to bone fragility, increased 

risk of fracture, reduced bone repair, and often, bone loss [11, 12]. Some 

clinical studies have identified a relationship between periodontitis and 

osteoporosis [13-16]. The mechanisms underlying these associations remain 

elusive. However, there may be an accentuation of the periodontitis condition in 

patients with osteoporosis. 

Different clinical and experimental studies have shown that human subjects with 

hypertension and spontaneously hypertensive rats (SHR) exhibit significant 

changes in bone metabolism, such as increased bone turnover and reduction in 

cortical and trabecular bone [17-19]. The subjacent mechanisms involved in 

bone disorders are still unclear. Moreover, morphological differences in bone 

histology [20] and susceptibility to fracture [21] may lead to more aggressive 

bone loss in clinical or experimentally-induced periodontitis [22, 23]. 

Biochemical markers of bone turnover are broadly divided into 2 categories: 

markers of bone resorption, and markers of bone formation. The most sensitive 
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and specific markers of bone formation include serum bone alkaline 

phosphatase (BALP) and total osteocalcin (OC). 

Mesenchymal stem cells (MSCs) can differentiate into several cell types, such 

as osteoblasts, thereby providing important data regarding the behavior of these 

isolated cells and their metabolism. Osteogenic differentiation in vitro has been 

characterized by the expression of the osteoblastic phenotype, can be divided 

into 3 distinct phases: proliferation, extracellular matrix maturation, and 

mineralization [24-26], and holds promise for applications in bone regeneration 

and tissue engineering. Data obtained from literature indicate alterations in 

skeletal development in SHR rats [27, 28]. However, there are no reports about 

the osteoblastic phenotype of MSCs obtained from this strain and the influence 

of previous chronic inflammatory conditions such as PD in osteogenic 

differentiation in these hypertensive models. In this context, the purpose of this 

study was to evaluate the effect of experimentally induced periodontitis in the 

mechanisms involved in osteoblastic activity and bone matrix mineralization 

from femoral bone marrow-derived stem cells in normotensive and hypertensive 

rats. Our studies suggest that hypertension tends to diminish the osteoblast 

proliferation rate and organic matrix production, and PD tend to increase them. 
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2. Materials and Methods 
 
2.1. Animals and ethical aspects 

Experiments were reviewed and approved by the Institutional Animal Welfare 

Committee at the School of Dentistry of Araçatuba (UNESP – Univ Estadual 

Paulista, SP, Brazil - Process # FOA-367/11). A total of 20 male Wistar rats and 

20 male SHR were used, weighing between 180 and 220 g. Systolic blood 

pressure (SBP) was assessed by tail plethysmograph (Narco Bio-systems, 

Houston, TX, USA). Only SHR presenting SBP readings equal to or higher than 

150 mmHg were chosen. These animals were kept in cages under constant and 

controlled room temperature (22°C ± 1°C) and humidity (55% ± 3%) in a 12-

hour light-dark cycle, and received water and standard food ad libitum.  

 

2.2. Experimental periodontitis 

First, the animals were divided into 4 groups of 10 animals each as follows: (1) 

Wistar Control (WC), (2) Wistar with PD (WPD), (3) SHR Control (SC), and (4) 

SHR with PD (SPD). The rats were anesthetized with 80 mg/mL of ketamine 

hydrochloride (Dopalen; Vetbrands, Paulinia, SP, Brazil) and 10 mg/mL of 

xylazine hydrochloride (Anasedan; Vetbrands). Both mandibular first molars of 

each animal received a silk (4-0) thread ligature in the cervical region 

surrounding the submarginal position. Fifteen days after ligature placement, the 

animals were euthanized by placing them in a glass jar, where they breathed a 

mixture of 2% halothane (Tanohalo; Cristália, Itapira, SP, Brazil) in atmospheric 

air for 10 minutes. Femora and mandibles were obtained from these rats for 

histologic and cellular assays, respectively. 
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2.3. Histologic Analysis and Imunohistochemistry Quantification 

The mandibles were removed and fixed in 4% neutral paraformaldehyde for 24 

h. The specimens were washed and decalcified with a solution containing 10% 

ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) 

for 30 days. After this procedure, the mandibles were dehydrated and 

embedded in paraffin. Semiserial longitudinal 6-m thick sections were obtained 

and stained to determine the expression of receptor activator of nuclear factor 

kappa B ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG), BALP, OC, and type 2 and 9 

matrix metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) , tartrate-resistant acid 

phosphatase (TRAP). Primary antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA) included goat monoclonal anti-RANKL (1:100), anti-OPG 

(1:50), anti-OC (1:100), anti-MMP-9 (1:50), and anti-TRAP (1:500), mouse 

monoclonal anti-MMP2 (1:250), and rabbit monoclonal anti-BALP (1:250). 

Biotinylated donkey anti-goat (1:500), anti-mouse (1:500), and anti-rabbit 

(1:500) antibodies were used as secondary antibodies (Jackson Immuno 

research Laboratories, West Grove, PA, USA). The avidin-biotin complex (Dako 

Corp., Carpinteria, CA, USA) was used to amplify the signal of the reaction 

developed with diaminobenzidine (Dako Corp.) as the chromogen. The 

procedure was completed by nuclear counterstaining using Harry’s hematoxylin. 

All samples were accompanied by a negative control. Selected images were 

digitalized at high and low magnification using a light microscope (Stemi 2000-

C; Carl Zeiss do Brasil Ltda.) coupled with a digital camera (Axio Cam MRc5; 

Carl Zeiss do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Background originating 

from digitalization, color balance, brightness, and contrast were corrected. For 

quantitative immunohistochemistry analysis, 6 sections were randomly selected 
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to examine the furcation between the inter-radicular mandibular first molar by 

one of the authors (CCFA). The total number of immunostained cells in this 

region was counted using a counter grid incorporated into the eyepiece of the 

microscope. Counting was performed with the 100 objective under a light 

microscope. In brief, the proportion of positive staining throughout the entire 

slide was assessed as 0, 1, 2, 3, or 4 corresponding to negative, weak, 

intermediate, strong or very strong immunoreactivity, respectively. Statistical 

analysis was performed using one-way ANOVA and Tukey post hoc test using a 

statistical program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Differences 

were considered significant at a p-value <5%. 

 
 
2.4. Isolation, preparation, and culture of rat stem cells 

Bone marrow was obtained from both femora, and flushed out using 20 mL of 

minimal essential medium (MEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS), 2 

mM L-glutamine, and 1% antibiotics (100 U/mL penicillin G, 100 g/mL 

streptomycin and 0.3 g/mL amphotericin B) (Sigma). The cell suspension was 

filtered through a 70-m size cell strainer and through 22 and 26-gauge 

needles. After a quick centrifugation, the cell pellet was suspended in culture 

medium and then seeded in 75 cm2 tissue culture flasks (Santa Cruz 

Biotechnology). The cells were grown in a humidified atmosphere containing 

5% CO2 at 37ºC. After 10 days, once confluent, the cells were harvested using 

trypsin-EDTA solution (Sigma). Nucleated cells were counted by means of a 

hemocytometer (Neubauer chamber) and then seeded for subculture at 5.0  

105 cells/well in 24-well tissue culture plates (Santa Cruz Biotechnology). 



105 

2.5. Osteogenic differentiation 

After 4 days, the cells were cultured in osteogenic medium containing MEM 

supplemented with 10 nM -glycerophosphate (-GP), 50 g/mL ascorbic acid 

and 10 nM dexamethasone (Sigma). After 3, 7, 10, and 14 days, cell viability 

was assessed by means of the conversion of [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide] (MTT) (Sigma) into formazan crystals. ALP 

activity and total protein content were assessed at 3, 7, 10, and 14 days and the 

production of mineralized nodules at 17 days. 

 

2.6. MTT reduction assay. 

Culture cell proliferation and viability of osteoblasts were measured at 3, 7, 10, 

and 14 days using the classical MTT method [29].  

 

2.7. Total protein content 

Total protein amount after 3, 7, 10, and 14 days was quantified using the Lowry 

[30] method.  

 

2.8. ALP activity 

ALP activity was assessed by means of the release of thymolphthalein from 

thymolphthalein monophosphate using a commercial kit (Labtest Diagnostica 

SA, Ribeirão Preto, SP, Brazil).  

 

2.9. Bone-like nodule formation 

Mineralization in osteoblast cultures was determined by staining of Alizarin Red 

S (Sigma) after 17 days in culture [31]. 
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2.10. Statistical analysis 

All data were displayed as means ± standard error of mean (SEM), analyzed by 

1- or 2-way ANOVA followed by Tukey or Bonferroni all pairs post-hoc method 

was used. GraphPad Prism 5 software was used for all statistical calculations, 

and significance was set at a p value of < 0.05. 

 
 
3. Results 
 
3.1. Qualitative and Quantitative Immunohistochemical Analysis 

The expression levels of the RANKL, OPG, BALP, OC, MMP-2, MMP-9, and 

TRAP proteins in groups WC, SC, WPD and SPD are presented in Figures 1 

and 2. Immunohistochemical analysis showed that RANKL is weakly expressed 

in all groups (Figure 3A-D). A significant increase in RANKL expression 

occurred in SPD compared to SC animals (p < 0.05) (Figure 1A). The 

expression of OPG showed moderate immunomarcation in the WC and SC 

groups (Figure 3E-H). The presence of PD induced an increase in 

immunostaining for OPG in the SPD group when compared with the SC group 

(p < 0.05) (Figure 1B). SHR animals exhibited high expression of BALP before 

and after PD (Figure 3I-L). The expression of BALP was higher in SPD than in 

WPD animals (p < 0.05) (Figure 1C). Immunostaining was weak or absent for 

OC in the WC and SC groups (Figure 3M-P). A slight tendency towards 

increased OC immunomarcation occurred after PD in both strains, but it was not 

significant (Figure 1D). MMP2 expression was weak or absent in WC and SC 

(Fig 4A-D); a slight tendency towards increased expression was observed in the 

WPD group, but it was not significant (Figure 2A). Wistar and SHR animals 

presented weak to moderate expression of MMP9 without PD (Fig 5E-H). 
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However, after PD induction, a moderate to strong MMP9 expression pattern 

was observed, and statistical differences were seen between the WC and WPD 

(p < 0.05), SC and SPD (p < 0.001), and WPD and SPD groups (p < 0.05) 

(Figure 2B). The numbers of TRAP-positive cells observed in the WC, SC, 

WPD, and SPD groups were 16.25 ± 6.24, 48 ± 9.83, 69.25 ± 6.75 and 95 ± 

13.34, respectively. Higher numbers of TRAP-positive cells were observed in 

the SC than in the WC (p < 0.01), in the WPD than in the WC (p < 0.001), in the 

SPD than in the SC (p < 0.001), and in the SPD than in the WPD (p < 0.05) 

groups (Figures 2C and 4I-L). 

 
3.2. Proliferative rate 

At 3 (D3), 7 (D7), 10 (D10), and 14 (D14) days of differentiation, osteoblasts 

from SHR presented lower proliferative rates than those from Wistar rats 

(Figures 5A and B). A distinct cell proliferation profile was observed in the 

presence of osteogenic medium (OM) in both Wistar and SHR rats with or 

without PD. The culture growth rate was higher for WPD than WC cultures at 3, 

10, and 14 days (p < 0.001). When cultured with OM, a significant decrease in 

cell proliferation at 3 (p < 0.01) and 7 (p < 0.001) days was observed for WC in 

comparison to proliferative medium. However, on day 14, a significant increase 

(p < 0.001) in cell proliferation was observed. WPD osteoblasts cultured in OM 

(WPD-OM) exhibited a lower capacity to convert MTT during early days in 

culture at D3 and D7 (p < 0.001), but were higher than WPD osteoblasts at D10 

and D14 (p < 0.001). A higher capacity to convert MTT into formazan crystals 

was observed for WPD-OM at D3 (p < 0.05), D10 (p < 0.001), and D14 (p < 

0.001) than for WC-OM.  
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With respect to the SHR groups, a significant increase in cell proliferation rate 

was observed at D10 in the SPD group compared to SC (p < 0.001). The 

presence of osteogenic conditions in the SC-OM group caused a significant 

decrease in cell proliferation in all experimental periods: D3 (p < 0.001), D7 (p < 

0.001), D10 (p < 0.001), and D14 (p < 0.01), compared to the SC group. The 

SPD-OM group exhibited a lower capacity to convert MTT at D3 (p < 0.001) and 

D7 (p < 0.001) compared to SPD. With respect to the results obtained in 

osteogenic conditions, a higher capacity to convert MTT into formazan crystals 

was observed at D10 (p < 0.001) and D14 (p < 0.01) for SPD-OM in comparison 

to SC-OM. 

 
3.3. Total protein content 

Total protein content showed a progressive increase in a time-dependent 

manner in Wistar rats. SHR showed an initial increase on day 7 and soon 

exhibited a slight improvement. Distinct total protein content was observed in 

the presence of osteogenic medium for both Wistar and SHR with PD (Figures 

6A and B). On the other hand, no differences in total protein content were 

observed between WC and WPD in the experimental periods tested. The 

osteogenic condition caused a significant increase in protein levels at D10 (p < 

0.001) and D14 (p < 0.001) for WC-OM compared to WC. WPD-OM also 

exhibited a higher protein synthesis rate at D10 (p < 0.001) and D14 (p < 0.001) 

in comparison to WPD. 

Under osteogenic conditions, WPD-OM exhibited lower protein amounts than 

WC-OM (p < 0.05). In SHR groups, a significant increase at was observed at 

D10 in the SPD group compared to SC (p < 0.001) followed by a slight 

decrease at D14 (p < 0.05). The presence of osteogenic conditions in SC-OM 
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caused a significant increase in protein amounts at D7 (p < 0.001) and thus a 

decrease at D10 (p < 0.05), compared to SC. The SPD-OM group exhibited 

higher protein synthesis at D7 (p < 0.001) and D14 (p < 0.001), but lower at D10 

(p < 0.01) than WPD. In comparison to SC-OM, a significant decrease in total 

protein content in SPD-OM was observed at D7 (p < 0.05), followed by an 

increase at D10 (p < 0.001) and D14 (p < 0.01). 

 
3.4. ALP activity 

ALP specific activity showed differences between Wistar and SHR strains. The 

enzyme activity peak for Wistar rat cells occurred at D7, while SHR cells 

exhibited a slight increase in all experimental periods (Figures 7A and B). ALP 

activity was lower for WPD than for WC cultures at D3 (p < 0.01) and D7 (p < 

0.001). Osteogenic conditions caused a significant increase in ALP activity at 

D7 (p < 0.001) and D14 (p < 0.05) in WC-OM compared with the WC group. 

The same was observed for WPD-OM in comparison to WPD at D7 (p< 0.001). 

Under osteogenic conditions, lower ALP activity was observed at D7 (p < 0.001) 

and D14 (p < 0.05) in WPD-OM in comparison to WC-OM. In the SHR groups, a 

significant decrease of ALP activity was observed at D10 and D14 (p < 0.001) 

for the SPD group compared to SC. The presence of osteogenic conditions in 

SC-OM caused a significant increase in ALP activity at D7, D10, and D14 (p < 

0.001) compared to SC. The SPD-OM group exhibited higher ALP activity at 

D7, D10, and D14 (p < 0.001) than did the SPD group. Under osteogenic 

conditions, lower ALP activity was observed at D10 and D14 (p < 0.001) in 

SPD-OM than in SC-OM. 
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3.5. Mineralization in vitro 

Nodule-like formation was found under microscopic observation. Mineralized 

nodules were observed only in cells cultured in osteogenic medium. Alizarin 

Red staining resulted in marked differences between Wistar and SHR cultures 

at 21 days. On the other hand, PD cells did not show differences in matrix 

mineralization (Figure 8). 

 
 
4. Discussion 

Our results demonstrate that PD evokes different responses in alveolar bone for 

SHR and Wistar rats. Moreover, MSCs differentiated into osteoblasts exhibited 

lower proliferation rate, protein content, and ALP activity when derived from 

SHR than from Wistar rats. Additionally, osteoblasts derived from animals with 

PD in both strains showed increased proliferation rate, protein content, and 

reduce ALP activity, suggesting that chronic inflammation was able to alter the 

osteoblast phenotype independent of blood pressure. 

The correct balance of OPG-RANKL expression is an important indicator of 

bone integrity. OPG is a soluble circulating molecule produced by osteoblasts, 

and inhibits osteoclast activation by linking to RANKL [32, 33]. Our data indicate 

that the expression of RANKL is weak in both Wistar and SHR strains and a 

statistically significant increase in RANKL and OPG expression was observed in 

SHR animals with PD. Tumor necrosis factor (TNF)-α and interleukin (IL)-6 are 

cytokines that activate the catabolic pathways of bone resorption [34]. During 

PD, a great variety of cytokines and chemokines are released during disease 

development, perhaps favoring osteoblast and/or osteoclast activation that may 

be dependent on the amount of OPG and/or RANKL-RANK ligation. 
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Furthermore, the enhanced OPG levels observed in our results may be a 

compensatory response mechanism to enhanced osteoclast activity or negative 

bone remodeling balance in some systemic conditions, mainly in the SHR 

model. These compensatory mechanisms have been observed in other 

systemic conditions such as diabetes and excess glucocorticoids [35, 36].  

The precise physiological function of the BALP enzyme is yet unknown, but it 

plays an important role in bone matrix formation and bone mineralization. The 

activity of BALP is dependent on correct calcium binding obtained by OC 

activity. OC is active in the organization of extracellular matrix involved in the 

process of osteoid mineralization [37]. There are no reports in the literature 

about BALP and OC expression at constitutive levels or during experimental 

PD. Our data indicate that SHR animals exhibit high immunostaining for BALP 

and this situation may lead to alterations in bone histology. In addition, our 

results showed a tendency towards increased BALP expression in the presence 

of PD. The results of the present study demonstrate that both Wistar and SHR 

have weak levels of OC expression under normal conditions. Moreover, it was 

observed that the levels of OC increased in experimental PD. Taken together 

these data strengthen the idea that a compensatory mechanism occurs in PD, 

mainly in SHR animals. 

MMP-2 plays a role in the resorption of the extracellular matrix and 

demineralized organic bone [38]. In addition, MMP-9 is specifically expressed in 

the lineages of bone cells, and degrades collagens and related proteins in the 

bone matrix [39]. Our results demonstrate that MMP-2 is weakly expressed in 

the Wistar and SHR control groups. However, a slight increase was observed in 

the WDP group. This different pattern could be attributed to the increased bone 
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turnover in SHR animals [18, 19], which is indicative of the high activity of 

osteoblasts in producing and mineralizing organic bone matrix. In our findings, 

MMP-9 expression in the SC group was lower than in the WC group, but in the 

presence of PD, a higher expression of MMP-9 was found in SHR animals. 

These data suggest that the higher production of MMP-9 favors the enhanced 

bone resorption observed in SHR with PD. 

Periodontium remodeling can be assessed by enzymatic activity of bone-

forming or bone-resorbing cells, such as BALP and TRAP, respectively. Some 

experimental reports have shown that SHR animals present elevated alveolar 

bone loss after ligature-induced periodontitis [22, 23, 40]. Our results 

corroborate these observations, and point to new knowledge of alveolar bone 

fragility in hypertension status, which may be associated with the elevated 

number of osteoclast even without PD (p < 0.01). Although a significant 

increase in the number of TRAP-positive cells was observed following 

experimental PD in both strains (p < 0.001), the SPD groups exhibited higher 

numbers of osteoclasts than the WPD groups (p < 0.05). The activation of 

osteoclasts during the periodontal collapse may still to contribute to the 

dissolution of periodontal ligament fibers and bone resorption during PD. 

However, there are no reports in literature that relate the osteoblastic phenotype 

of Wistar and SHR MSCs to bone resorption caused by a chronic inflammation 

as PD. 

SHR is an animal model of genetic hypertension that can exhibit symptoms of 

osteoporosis due to several systemic mechanisms. Prior studies have 

demonstrated that bone calcium content was not different between SHR and 

normotensive animals [41]. However, SHR animals showed decreased 
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trabecular bone volume and increased bone turnover [18, 19], and also an 

increased number of osteoclasts [17, 42]. The results of the present study may 

suggest, to some extent, that the bone mass loss observed in osteoporosis may 

be attributed to the decreased proliferation rate of osteoblasts. These 

alterations could be a result of differences in the programming of these cells 

that occur through the course of the disease [43]. The evidence for senescence 

in endothelial progenitor cells in experimental hypertensive rats and patients 

with essential hypertension could be extrapolated to progenitor cells derived 

from other tissues, like bone marrow [44]. This would explain their diminished 

ability to proliferate, compared to progenitor cells taken from normotensive 

animals. Moreover, no evidence of alterations in the activity of osteoblasts due 

to the presence of chronic inflammation has been published to date. We 

speculated that one possible mechanism involved in increased bone loss might 

be the difference in cellular proliferation rate between SHR and Wistar 

osteoblasts. In order to clarify this, osteoblasts from Wistar and SHR rats were 

cultured in vitro, allowing a comparison of their proliferation rate. This 

manuscript provides the first scientific evidence that the proliferation rate of 

osteoblasts derived from adult hypertensive rats are lower than that observed 

for normotensive ones. Additionally, osteoblasts from animals with PD 

demonstrated increased proliferation rates in both strains in comparison to their 

respective OM groups. In vivo studies have demonstrated increased bone 

turnover in SHR animals, probably associated with high levels of parathyroid 

hormone (PTH) in a hyperparathyroid state observed in SHR animals [45-47]. 

On the other hand, proinflammatory cyto- and chemokines are best known for 

their destructive role in fractured or injured bone. Osteoprogenitor cells at the 
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fracture site express bone morphogenetic proteins [48, 49], which guide MSCs 

to proliferate and differentiate [50, 51]. Additionally, TNF-, IL-12, interferon- 

(IFN-) [52, 53], IL-1, IL-6, and IL-11 [54] are upregulated at the fracture site. 

However, no studies have identified the influence of environmental factors and 

epigenetic programming directly on osteoblast gene expression and thereby 

phenotype in hypertensive models, and the possible interference of 

inflammatory status. 

Numerous signaling pathways and transcriptional factors are involved in 

osteogenic differentiation [55]. Runt-related transcription factor 2 (Runx-2) is a 

major regulator of osteogenic phenotype through the OC pathway and 

epigenetic regulation is also crucial to Runx-2 activity [56-58]. Our data indicate 

that osteoblasts derived from lineages taken from previous PD models 

proliferate to a greater extent than do cells taken from the corresponding control 

group. This is indicative that the alterations evoked during PD may alter the 

genetic conformation of cells that are still undifferentiated. 

The quality of bone is very important in bone replacement and regenerative 

therapies, as it is the main determinant of bone strength [59]. The bone matrix is 

composed of an organic phase consisting mainly of collagen type I that provides 

toughness, and an inorganic phase consisting of calcium that gives stiffness to 

the bone [60, 61]. Our study shows that the amount of total protein produced by 

osteoblasts derived from different models follows changes in the proliferation 

rate. This is in accordance with the observations of Coelho [62], which is a 

demonstration that morphological changes occurs in the cytoskeleton and cell 

behavior during differentiation [63]. It can be suggested that higher protein 

production occurs due to a higher rate of cell proliferation and the consequent 
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production of extracellular matrix. Proliferation rate augmentation is followed by 

total protein content increase suggesting an improvement in whole bone 

metabolism. This would explain why the severity of PD is increased in SHR and 

also illustrate the fact that PD evokes a compensatory response, evidenced by 

the increased metabolism present in cells derived from this systemic pathologic 

condition. In Wistar rats, improvement in protein production occurs in a time-

dependent manner, which in turn is not observed in SHR. We may speculate 

that these findings are maybe due to a possible developmental stage in SHR 

osteoblasts. 

Mineral deposition of osteoblasts in vitro is initiated after hydrolysis of -GP by 

ALP in calcium phosphate, which provides chemical conditions for biological 

mineralization [64-66]. Our results indicate decreased ALP activity levels in 

SHR osteoblasts compared to Wistar rats. As previously observed in the 

literature, under appropriate osteogenic conditions, the peak of the activity of 

this enzyme occurs on day 7 [62, 67-69]. However, in this study, ALP levels 

continued to increase in SHR during days 3 and 7 and showed few changes 

after day 10. This demonstrates that not only the production of organic matrix, 

but also the production of mineralized matrix is jeopardized in MSC-derived 

osteoblasts taken from SHR. We speculate that the lower ALP activity and 

matrix mineralization rate might be involved in the higher bone loss observed in 

SHR than in Wistar rats. Considering that ALP is an enzyme present mainly in 

the final stages of periodontal healing, it is not expected to exhibit pronounced 

activity during the earlier stages of PD. 

Understanding the factors regulating bone growth, the continued remodeling of 

bone throughout life, and the regeneration of injured tissue are basic biological 
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questions and concerns today’s clinician in the treatment of bone disorders [67]. 

Understanding the unique behavior of osteoblasts based on distinct systemic 

conditions such as hypertension may further help clinicians design appropriate 

therapies. 

Furthermore, the results of the present study indicate that, in an animal model 

of hypertension, intrinsic cellular modifications occur in cells that are not directly 

related to cardiovascular disease. It is still important to identify in which phase 

of development these alterations appear, and whether they can be reversed. To 

clarify this, further studies with SHR of different ages subjected to different anti-

hypertensive therapies are needed. 

Taken together, our data indicate that, while essential hypertension in rats 

causes increased bone turnover even after ligature-induced periodontitis, 

important changes in the osteoblast phenotype were observed in both 

conditions, hypertension and PD. Whereas hypertension tends to diminish the 

osteoblast proliferation rate and organic matrix production, PD tend to increase 

them. These changes may be a compensatory mechanism in response to 

enhanced osteoclast activity or negative bone remodeling balance in some 

systemic conditions, particularly in the SHR model. 
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Figure captions 

Fig 1 Quantitative immunostaining values for (A) RANKL, (B) OPG, (C) 

BALP, (D) OC. The bars represent mean ± SEM. All data were 

compared by one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test; * p < 0.05 = 

statistically significant.  

Fig 2 Quantitative immunostaining values for (A) MMP-2, (B) MMP-9, (C) 

TRAP. The bars represent mean ± SEM. All data were compared by 

one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test; * p < 0.05 = statistically 

significant. 

Fig 3 Photomicrograph at the furcation of first molars sampled from rats 

euthanized after 15 days of experiments. Expression of RANKL in (A) 

WC, (B) SC, (C) WPD, (D) SPD. Expression of OPG in (E) WC, (F) SC, 

(G) WPD, (H) SPD. Expression of BALP in (I) WC, (J) SC, (K) WPD, (L) 

SPD. Expression of OC in (M) WC, (N) SC, (O) WPD, (P) SPD. Original 

magnification: 100. 

Fig 4 Photomicrograph at the furcation of first molars sampled from rats 

euthanized after 15 days of experiments. Expression of MMP-2 in (A) 

WC, (B) SC, (C) WPD, (D) SPD. Expression of MMP-9 in (E) WC, (F) 

SC, (G) WPD, (H) SPD. Expression of TRAP in (I) WC, (J) SC, (K) 

WPD, (L) SPD. Original magnification: 100 (A-H) and 400 (I-L). 

Fig 5 Mitochondrial activity (absorbance in nanometers) of MSC cultures 

grown after osteogenic differentiation at 3, 7, 10, and 14 days. The bars 

represent mean ± SEM. All data were compared by two-way ANOVA 

and Bonferroni's post test. Symbols indicate statistical differences. WC 

= Wistar Control with MEM; WC-OM = Wistar Control with OM; WPD = 
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Wistar with PD with MEM; WPD-OM = Wistar with PD with OM. SC = 

SHR Control with MEM; SC-OM = SHR Control with OM; SPD = SHR 

with PD with MEM; SPD-OM = SHR with PD with OM. * p < 0.05; ** p < 

0.01; *** p < 0.001. 

Fig 6 Total protein content (g/l protein) of MSC cultures grown after 

osteogenic differentiation at 3, 7, 10, and 14 days. The bars represent 

mean ± SEM. All data were compared by two-way ANOVA and 

Bonferroni's post test. Symbols indicate statistical differences. WC = 

Wistar Control with MEM; WC-OM = Wistar Control with OM; WPD = 

Wistar with PD with MEM; WPD-OM = Wistar with PD with OM. SC = 

SHR Control with MEM; SC-OM = SHR Control with OM; SPD = SHR 

with PD with MEM; SPD-OM = SHR with PD with OM. * p < 0.05; ** p < 

0.01; *** p < 0.001. 

Fig 7 Alkaline phosphatase specific-activity (U/mg protein) of MSC cultures 

grown after 3, 7, 10, and 14 days of osteogenic differentiation. The bars 

represent mean ± SEM. All data were compared by two-way ANOVA 

and Bonferroni's post test. Symbols indicate statistical differences. WC 

= Wistar Control with MEM; WC-OM = Wistar Control with OM; WPD = 

Wistar with PD with MEM; WPD-OM = Wistar with PD with OM. SC = 

SHR Control with MEM; SC-OM = SHR Control with OM; SPD = SHR 

with PD with MEM; SPD-OM = SHR with PD with OM. * p < 0.05; ** p < 

0.01; *** p < 0.001. 

Fig 8 Photomicrograph of in vitro mineralization of MSC cultures grown after 

17 days of osteogenic differentiation. WC = Wistar Control with MEM (A 

and B); WC-OM = Wistar Control with OM (C and D); WPD = Wistar 
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with PD with MEM (E and F); WPD-OM = Wistar with PD with OM (G 

and H). SC = SHR Control with MEM (I and J); SC-OM = SHR Control 

with OM (K and L); SPD = SHR with PD with MEM (M and N); SPD-OM 

= SHR with PD with OM (O and P). Original magnification in A, C, E, 

GI, K, M and O; 1000 in B, D, F, H, J, L, N, and P. 
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