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RESUMO 

O osso é um tecido com grande capacidade de regeneração, mas em algumas 

situações, a extensão da injúria impede o reparo do tecido. Nesse cenário, a terapia 

celular utilizando células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea (CTMs) 

tem atraído a atenção de diversos grupos de pesquisa por ser uma alternativa 

promissora em relação aos tratamentos existentes. As proteínas ósseas 

morfogenéticas (BMPs) são citocinas pertencentes à família do fator de crescimento 

transformante beta (TGF- ) e estão envolvidas em diversos processos biológicos, 

incluindo a diferenciação osteoblástica e a formação óssea. Dentre as diversas BMPs 

identificadas, a proteína óssea morfogenética 9 (BMP-9) é considerada uma das mais 

osteogênicas e ainda pouco explorada. Nesse contexto, a estratégia de terapia celular 

com CTMs modificadas geneticamente para super-expressar BMP-9, utilizando 

agrupados de curtas repetições palindrômicas regularmente interespaçadas 

(CRISPR-Cas9), torna-se uma alternativa viável para ser investigada no reparo de 

defeitos ósseos. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de injeções 

locais de CTMs imortalizadas superexpressando BMP-9 (iCTMs-VPRBMP-9+) na 

regeneração do tecido ósseo. Para isso, iCTMs-VPRBMP-9+ foram cultivadas em meio 

de crescimento por 10 dias. Para a regeneração do tecido ósseo, as iCTMs-VPRBMP-

9+ foram injetadas diretamente em defeitos ósseos (5 mm de diâmetro) criados em 

calvárias de ratos (5x106 células/defeito). Ao final de 4 semanas, os animais foram 

eutanasiados e as amostras foram avaliadas por análise microtomográfica e 

histológica. Os resultados mostraram que os defeitos ósseos da calvária de ratos 

tratados com injeção de iCTMs-VPRBMP-9+ exibiram maior formação óssea e densidade 

mineral óssea quando comparados com defeitos injetados com iCTMs-VPR e solução 

salina tamponada com fosfato (PBS). Esses resultados indicam que empregar CTMs 

geneticamente editadas para sobre-expressar BMP-9 aumenta o reparo ósseo, 

abrindo novas possibilidades para o uso da terapia celular no tratamento de defeitos 

ósseos. 

Palavras-chave: terapia celular, células-tronco mesenquimais, BMP-9, defeito ósseo. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Bone is a tissue with great capacity for regeneration, but in some situations, the extent 

of the injury prevents tissue repair. In this scenario, cell therapy using bone marrow-

derived mesenchymal stem cells (MSCs) has attracted the attention of several 

research groups as it is a promising alternative to existing treatments. Bone 

morphogenetic proteins (BMPs) are cytokines belonging to the transforming growth 

factor beta (TGF-) family and are involved in several biological processes, including 

osteoblastic differentiation and bone formation. Among the various BMPs identified, 

bone morphogenetic protein 9 (BMP-9) is considered one of the most osteogenic and 

still poorly explored. In this context, the cell therapy strategy with genetically modified 

MSCs to overexpress BMP-9, using clusters of regularly interspaced short palindromic 

repeats (CRISPR-Cas9), becomes a viable alternative to be investigated in the repair 

of bone defects. Therefore, the aim of this project is to evaluate the effect of local 

injections of MSCs-BMP9 on bone tissue regeneration. For this, CTMs-BMP9 will be 

cultivated in growth medium for 10 days. For bone tissue regeneration, MSCs-BMP9 

will be injected directly into bone defects (5 mm in diameter) created in rat calvaria 

(5x106 cells/defect). At the end of 4 weeks, the animals will be euthanized and the 

samples will be evaluated by microtomographic analysis. Quantitative data will be 

submitted to the normal curve adherence test to determine the appropriate statistical 

test, and the significance level will be 5%. The results of this study may establish new 

parameters regarding cell therapy to regenerate bone tissue. 

Keywords: cell therapy, mesenchymal stem cells, BMP-9, bone defect. 
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1 INTRODUÇÃO 

Todos os anos milhões de pessoas sofrem com perdas de tecidos e/ou órgãos 

para as quais os tratamentos mais comumente empregados são o transplante de 

órgãos, a reconstrução cirúrgica ou a utilização de aparatos mecânicos (GOLDSTEIN 

et al., 2012; PEPPER, 2012; ZHENG et al., 2012). O tecido ósseo apresenta grande 

capacidade de regeneração quando lesado por traumas, processos infecciosos ou 

neoplasias. No entanto, em algumas situações a extensão do dano ultrapassa a 

capacidade de regeneração do tecido, como por exemplo, em 5% das fraturas 

traumáticas (BRYDONE et al., 2010). Para tais casos, são necessárias intervenções 

e frequentemente utilizam-se enxertos, que podem ser autógenos, alógenos ou 

aloplásticos. A despeito do relativo sucesso desses tratamentos, o uso de enxertos 

está associado a morbidades, tais como a necessidade de mais de uma área cirúrgica 

e a possibilidade de transmissão de doenças (ZWINGENBERGER et al., 2012; 

YOUNGER et al., 1989). Nesse cenário, estratégias de terapia celular têm atraído a 

atenção de diversos grupos de pesquisa. O interesse da comunidade científica pelo 

uso de células na regeneração óssea, em grande parte, originou-se a partir dos 

estudos realizados pelo grupo liderado por Alexander Friedenstein, que primeiro 

identificou a presença de células-tronco na medula óssea, e pela comprovação de que 

essas são as células que participam do processo de reparo de fraturas ósseas 

(BIANCO et al., 2008; TAGUCHI et al., 2005). Dentre as várias denominações que 

essas células receberam, células-tronco mesenquimais (CTMs) tornou-se a mais 

popular e amplamente utilizada (AUBIN, 2008). 

Um dos primeiros trabalhos sobre o uso da terapia celular para regeneração 

óssea relata a infusão intravenosa de medula óssea para o tratamento de crianças 

com osteogênese imperfeita (HORWITZ et al., 2001). O tratamento de fraturas não 

consolidadas utilizando aspirados de medula óssea, com maior concentração de 

células mononucleares, injetados diretamente no sítio da fratura foi bem-sucedido em 

53 pacientes de uma amostra de 60 (HERNIGOU et al., 2005a; HERNIGOU et al., 

2005b).  

Nosso grupo de pesquisa mostrou que injeções de CTMs derivadas de medula 

óssea em defeitos ósseos de calvária de ratos resultaram em expressiva formação 

óssea, no entanto, sem regenerar o defeito ósseo (FREITAS et al., 2019). Nesse 



 

11 

 

contexto, uma estratégia com potencial para induzir a completa regeneração do 

defeito ósseo, nesse modelo experimental, seria o uso de CTMs modificadas por pré-

tratamentos (mediadores e citocinas inflamatórias, drogas, biomateriais, fatores de 

crescimento, hipóxia etc.) ou geneticamente editadas para sobre-expressar fatores de 

crescimento. 

Dentre os fatores de crescimento, as proteínas ósseas morfogenéticas (BMP, 

do inglês bone morphogenetic protein) são membros da família do fator de 

crescimento transformante beta (TGF-β), que têm entre seus membros potentes 

agentes osseoindutores (BONILLA-CLAUDIO et al., 2012; SINGHATANADGIT& 

OLSEN, 2011; SENTA et al., 2009). As BMPs presentes no tecido ósseo 

desmineralizado (1-2 μg/Kg) promovem formação óssea ectópica in vivo como 

demonstrado por URIST (1965). Sabe-se que as BMPs estão presentes em ossos 

originários dos dois tipos de ossificação, endocondral e intramembranosa, e que estas 

agem em células ósseas por meio de duas vias de sinalização, Smad-dependente (via 

canônica) e dependente de proteína quinase ativada por mitogênicos (MAPK, do 

inglês mitogen-activated protein kinase) (HERPIN& CUNNINGHAM, 2007; ZHANG & 

LI, 2005). Dentre as BMPs, a BMP-9, que tem ação proliferativa e anti-apoptótica, é 

considerada uma das mais osteogênicas, mas ainda pouco explorada (HERRERA et 

al., 2013; WANG et al., 2013). Em culturas de células-tronco, a BMP-9 induz a 

diferenciação osteoblástica ativando a via de sinalização Smad-dependente 

(LAMPLOT et al., 2013; BEEDERMAN et al., 2013). Em células pré-osteoblásticas da 

linhagem MC3T3-E1, a BMP-9 mostrou maior potencial osteogênico que a BMP-2 

(LAUZON et al., 2014; BERGERON et al., 2009). Em estudo utilizando fibroblastos 

embrionários e células das linhagens C2C12 e C3H10T1/2, foi demonstrado que a 

BMP-9 é mais resistente à ação inibitória do antagonista extracelular noggin, o que 

explicaria seu efeito osseoindutor maior, quando comparado ao das BMP-2, -4, -6 e -

7 (WANG et al., 2013).  

Considerando o acima exposto, neste estudo avaliamos a hipótese de que 

CTMs superexpressando BMP-9 aumentam a formação óssea quando diretamente 

injetadas em defeitos em calvária de ratos.  
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2  MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos in vivo foram aprovados pelo Comitê de Ética     em Uso de 

Animais (CEUA FORP-USP nº 2018.1.30.58.8).  

 

2.1 Cultura e expansão das iCTMs-VPR e iCTMs-VPRBMP-9+ 

Todas as células utilizadas nesse estudo foram produzidas pelo Dr. Gileade 

Pereira Freitas no Departamento de Bioquímica da Universidade de Vermont, EUA, 

sob supervisão da Prof. Dra. Jane Lian, e gentilmente cedidas para a realização 

desses experimentos. Brevemente, CTMs da medula óssea de camundongos foram 

imortalizadas pela superexpressão de telomerase e, em seguida, geneticamente 

editadas pela técnica de Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente 

Interespaçadas (CRISPR, do inglês Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats). Para isso, após o processo de imortalização celular (iCTMs), 

as iCTMs foram transfectadas para expressar dCas9-VPR (iCTMs-VPR) para, em 

seguida, serem transfectadas para sobre-expressar BMP-9 (iCTMs-VPRBMP-9+). 

Ambas as iCTMs (iCTMs-VPR e iCTMs-VPRBMP-9+) foram cultivadas em meio de 

cultura α-MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco-Life 

Technologies), 50 μg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 0,3 μg/mL de 

fungisona (Gibco-Life Technologies) em frascos de 75 cm2 (Corning Incorporated, 

EUA) por 10 dias para permitir a sua expansão. As culturas foram mantidas a 37ºC 

em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. As trocas 

do meio de cultura foram realizadas 3 vezes por semana 

 

2.2 Criação dos defeitos ósseos na calvária 

Trinta e seis Rattus Norvegicus da linhagem Wistar com 4 semanas, pesando 

aproximadamente 150-200g, foram submetidos à cirurgia para criação de defeitos 

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

anestesiados com solução anestésica de Coopazine (Xilazina, Agibrands do Brasil 

Ltda, Brasil) - sedativo, analgésico e relaxante muscular - e Dopalen (Ketamina, 
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Agibrands) - anestésico geral - na proporção de 6 mg/kg de peso corporal de Xilazina 

e 75 mg/kg de peso corporal de Ketamina, injetada por via intraperitoneal. Foi 

realizada analgesia pré-operatória com Flunixina Meglumina (2,5 mg/kg) (Banamine, 

Schering-Plough, Brasil). Após tricotomia e anti-sepsia com solução de iodo-povidine 

não alcoólica na região dorsal da cabeça, a pele e o tecido subcutâneo foram 

incisados, 1 cm, ao longo da sutura sagital para expor os ossos parietais. O periósteo 

dos ossos parietais foi descolado e o defeito, produzido unilateralmente utilizando uma 

broca trefina com 5 mm de diâmetro sob irrigação abundante com soro fisiológico. A 

opção pelo defeito unilateral e não bilateral tem como objetivos minimizar o trauma na 

calvária e evitar a possível interferência de um determinado tratamento no defeito 

contralateral (Gomes & Fernandes, 2011). A pele foi então suturada com mononylon 

4.0 (Ethicon Ltda, Brasil) e os animais  medicados com dose única de anti-inflamatório 

não esteróide Flunixina Meglumina (10 mg/100 g de peso corporal) (Schering, Brasil) 

e dose única de uma solução de antibióticos contendo Benzilpenicilina benzatina 

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

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

Dihidroestreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e Estreptomicina 

base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) (Pentabiótico, Fort Dodge, Brasil). Os ratos 

foram mantidos em número de 3 por caixa, recebendo ração e água “ad libitum” e 

ficaram sob observação constante, fazendo-se a limpeza das caixas, com troca da 

maravalha, três vezes por semana. 

 

2.3 Injeção de células nos defeitos ósseos 

Para imitar um defeito ósseo pré-existente, a injeção de células foi realizada 2 

semanas após a criação do defeito. Para isso, os ratos (n = 12 para cada tratamento) 

foram anestesiados novamente e foi feita a injeção local com 50 μL de PBS (Gibco 

Life-Technologies) contendo 5x106 iCTMs-VPR ou iCTMs-VPRBMP-9+ ou sem células 

usando uma micropipeta acoplada a uma agulha de calibre 21G. O local de inserção 

da agulha estava a aproximadamente 1 cm de distância da borda do defeito ósseo. 

Em seguida, a agulha foi movida na direção ântero-posterior do animal, tangente à 

calota craniana até que sua ponta atingisse o centro do defeito ósseo, com o bisel 

voltado para ventral. Quatro semanas após a injeção, os ratos foram eutanasiados 
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com dose excessiva de Tiopental Sódico 1% (Thiopentax, Cristália, Brasil) na 

dosagem de 100-120 mg/Kg associado à Lidocaína 2% (Lidovet, Bravet, Brasil) na 

dosagem de 1 mg/Kg, via intraperitoneal. Em seguida, as calvárias foram removidas, 

fixadas em paraformaldeído 4% e processados para avaliação da formação óssea por 

microtomografia computadorizada (µCT) e análise histológica. 

 

2.4 Análise microtomográfica (µCT) 

As calvárias foram fixadas em solução de formol 4% tamponado (pH=7) por 48 

horas e transferidas para uma solução de etanol 70%, onde permaneceram por 3 dias. 

A análise foi realizada no micro-CT SkyScan 1172 (SkyScan, Bélgica) operando com 

fonte de raios-X de 100 kV detectados por uma câmera de 11-megapixel com 

resolução de até 1 µm. Os dados foram adquiridos por um software de aquisição de 

imagens 2D do próprio equipamento e as reconstruções 3D, necessárias para a 

análise, foram feitas pelo software NRecon. Após as reconstruções, foram analisados, 

dentro da área de interesse, ou seja, a região dos defeitos ósseos produzidos, os 

seguintes parâmetros: volume ósseo (mm3), porcentagem de volume ósseo (%), 

superfície óssea (mm2), espessura trabecular (mm), número trabecular (1/mm), 

separação trabecular (mm) e densidade mineral óssea. Esses parâmetros, 

automaticamente gerados pelo software, são preconizados pela American Society of 

Bone and Mineral Research (Parfitt et al., 1987). 

 

2.5 Análise histológica 

Após a µCT, as amostras de calvária foram processadas para análise 

histológica. Resumidamente, foram descalcificadas, desidratadas e diafanizadas com 

ácido etilenodiaminotetracético 4% (EDTA, Merk, Alemanha), uma sequência de 

álcoois e xilol, respectivamente. Em seguida, as amostras foram incluídas em 

parafina, cortadas em micrótomo de 5 μm de espessura, montadas em lâminas de 

vidro e coradas com hematoxilina e eosina (HE). As imagens foram adquiridas em 

microscópio de luz acoplado a câmera digital DFC310 FX (Leica Microsystems) e um 

leitor cego realizou a descrição histológica. 
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2.6 Análise estatística  

O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn e análises de correlação 

usando o coeficiente de correlação de Spearman foram realizadas para avaliar os 

parâmetros morfométricos gerados por µCT (n = 12). A significância estatística foi 

definida para 5% (p ≤ 0,05). 

 

3  RESULTADOS 

3.1 Efeito da injeção de células nos defeitos ósseos 

 

As imagens de µCT reconstruídas em 3D demonstraram que os defeitos 

injetados com iCTMs VPRBMP-9+ exibiram maior formação óssea em comparação com 

iCTMs-VPR e PBS (Figura 1A-C). Os parâmetros morfométricos gerados pela imagem 

μCT revelaram que volume ósseo (Figura 1D, p = 0,001), porcentagem de volume 

ósseo (Figura 1E, p = 0,001), superfície óssea (Figura 1F, p = 0,002) e densidade 

mineral óssea (Figura 1I, p = 0,001) foram todos maiores nos defeitos da calvária 

tratados com iCTMs-VPRBMP-9+ em comparação com iCTMs-VPR ou PBS. A 

espessura trabecular (Figura 1G, p = 0,001) foi maior nos defeitos da calvária tratados 

com iCTMs-VPR do que PBS. O número de trabéculas (Figura 1H, p = 0,003) foi maior 

nos defeitos da calvária tratados com iCTMs-VPRBMP-9+ do que iCTMs-VPR. Houve 

correlação positiva entre os defeitos injetados com PBS, iCTMs-VPR ou iCTMs-

VPRBMP-9+, para os seguintes parâmetros morfométricos: volume ósseo (Figura 1D, rs 

= 0,835, p = 0,001), porcentagem de volume ósseo (Figura 1E, rs = 0,865, p = 0,001), 

superfície óssea (Figura 1F, rs = 0,413, p = 0,012), número de trabéculas (Figura 1H, 

rs = 0,357, p = 0,033) e densidade mineral óssea (Figura 1I, rs = 0,662 p = 0,001).  

Em concordância com resultados encontrados pela µCT, as análises 

histológicas demonstraram que os defeitos injetados com iCTMs VPRBMP-9 + exibiram 

maior formação óssea em comparação com iCTMs-VPR e PBS (Figura 2A-C). Em 

geral, os defeitos injetados com PBS foram preenchidos com tecido conjuntivo (Figura 

2D). Independentemente do tratamento com iCTMs-VPR ou iCTMs-VPRBMP-9 +, o novo 

osso exibiu características histológicas semelhantes com a presença de tecido ósseo, 
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osteócitos, osteoblastos (Figura 2E), osso lamelar, estrutura de interface e células de 

revestimento ósseo (Figura 2F). 

 

Figura 1. Efeito de células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea imortalizadas (iCTMs) 

superexpressando BMP-9 na formação óssea em defeitos calvários de ratos: análise por µCT. 

Imagens tridimensionais de µCT reconstruídas e parâmetros morfométricos de novo tecido ósseo formado 

em defeitos calvários de ratos tratados com veículo de tampão fosfato-salino (PBS, Controle, A), iCTMs 

expressando dCas9-VPR constitutivo (iCTMs-VPR, B) ou iCTMs-VPR superexpressando BMP-9 (iCTMSs-

VPRBMP-9+, C) em 4 semanas após a injeção. Volume ósseo (D), porcentagem de volume osseo (E), 

superfície óssea (F), espessura trabecular (G), número trabecular (H) e densidade mineral óssea (I). Os 

asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0,05, n = 12) entre PBS, iCTMs-VPR e 

iCTMs-VPRBMP-9+. Barra de escala: A-C = 500 µm. 
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Figura 2. Efeito das células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea imortalizadas 

(iCTMs) superexpressando BMP-9 na formação óssea em defeitos calvários de ratos: análise 

histológica.  Microscopia de luz de novos tecidos formados em defeitos da calvária de ratos tratados 

com solução veículo de tampão fosfato-salino (PBS, Controle, A, D), iCTMs que expressam um dCas9-

VPR constitutivo (iCTMs-VPR, B, E) ou iCTMs-VPR superexpressando BMP-9 (iCTMs-VPRBMP-9+, C, F) 

4 semanas após a injeção. Novo tecido ósseo foi observado nos defeitos tratados com iCTMs-VPR (B, 

E) e iCTMs-VPRBMP-9+ (C, F), enquanto os defeitos tratados com PBS foram preenchidos com tecido 

conjuntivo (A, D). Coloração por hematoxilina e eosina. vs: vaso sanguíneo; tc: tecido conjuntivo; ot: 

osteócito; ob: osteoblasto; oi: osso imaturo; ol: osso lamelar; lc: linha cementária. Barra de escala: A-C 

= 1,25 mm; D-F = 50 μm. 

 

 

4  DISCUSSÃO 

A BMP-9 foi descrita como a de maior potencial osteogênico dentre as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) (HERRERA et al., 2013; WANG et al., 2013). Além 

disso, ela demonstra um potencial angiogênico por provocar, in vitro, a proliferação de 

células endoteliais e estruturas vasculares e, in vivo, a angiogênese (SUZUKI et al.; 

CHAPELL e BAUTCH, 2010; YE e JIANG, 2016). Baseado nesses achados, CTMs 

sobre-expressando a BMP-9 mostram-se como uma possibilidade de uso na terapia 

celular para regeneração de defeitos ósseos (FREITAS et al., 2021). Nesse contexto, 

o presente estudo buscou avaliar o efeito de injeções locais de CTMs 

superexpressando BMP-9 na regeneração do tecido ósseo. 

Neste estudo, usamos uma linhagem de CTMs imortalizadas que foi editada 

para sobre-rexpressar BMP-9 pela tecnologia CRISPR-Cas9 e aplicada em terapia 

celular para reparar defeitos ósseos. Os resultados in vivo suportaram nossa hipótese 

de que iCTMs-VPRBMP-9+ injetadas localmente podem melhorar o reparo ósseo em 
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defeitos ósseos preexistentes, conforme demonstrado por parâmetros morfométricos 

gerados pelo µCT e análise histológica. 

São muitas as vantagens da utilização do sistema CRISPR-Cas9, que incluem 

metodologia fácil e rápida, baixo custo e alta taxa de sucesso (KLEINSTIVER et al., 

2016). O sistema CRISPR-Cas9 requer dois componentes, a endonuclease Cas9 e o 

RNA guia (MALI et al., 2013). Vários grupos de pesquisa desenvolveram complexos 

CRISPR-Cas9 que ativam regiões codificantes de interesse introduzidas no genoma 

denominado CRISPR ativação (CRISPRa). Neste estudo, para promover CRISPRa, 

usamos dCas9-VPR (HO et al., 2017) para sobre-expressar BMP-9 em CTMs 

previamente imortalizadas. Para documentar a edição de genes com sucesso, as 

iCTMs-VPRBMP-9 foram caracterizadas pela expressão gênica de BMP-9, alguns de 

seus alvos, a via de sinalização de BMP e diferenciação osteoblástica (FREITAS et 

al., 2020). No entanto, esses resultados não serão expostos, uma vez que, o objetivo 

do presente projeto foi apenas a avaliação in vivo. 

Para começar a abordar a aplicação clínica, iCTMs-VPRBMP-9+ foram usadas 

em terapia celular para reparar defeitos ósseos. Para este protocolo, criamos um 

defeito e, após 2 semanas, foi realizada a injeção de 5x106 células através de uma 

agulha 21G, no qual não afeta a viabilidade celular (FREITAS et al., 2019). A 

comparação dos efeitos de iCTMs-VPRBMP-9+ e iCTMs-VPR na formação óssea 

demonstrou que a superexpressão de BMP-9 aumenta a formação óssea. Cinco dos 

seis parâmetros foram aumentados em defeitos tratados com iCTMs-VPRBMP-9+ e este 

achado é corroborado pelas correlações positivas entre PBS, iCTMs-VPR e iCTMs-

VPRBMP-9+. Significativamente, a densidade mineral óssea do osso formado por células 

da superexpressão de BMP-9 foi muito semelhante à densidade mineral óssea do 

osso calvarial puro (ALMEIDA et al., 2019). Isso é biologicamente e clinicamente 

relevante, pois a densidade mineral óssea é uma referência para avaliar a qualidade 

óssea (BOUXSEIN et al., 2010), e nossos resultados indicam que além de aumentar 

a quantidade de formação óssea, as iCTMs-VPRBMP-9+ induzem a formação de tecido 

ósseo semelhante em qualidade ao osso preexistente. Esses achados de µCT foram 

corroborados por análise histológica que confirmou a presença de mais tecido ósseo 

nos defeitos onde foram injetados as iCTMs-VPRBMP-9+ em comparação com iCTMs-

VPR e PBS. Além disso, não foram observados indicadores inflamatórios em nenhum 
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dos cortes histológicos. Estes resultados suportam estudos anteriores sobre o efeito 

positivo de BMP-9 na formação óssea, seja diretamente incorporado em estruturas ou 

em combinação com estruturas carregadas com células transduzidas com BMP-9 

(DUMANIAN et al., 2017; LEE et al., 2019; ZHANG et al., 2019). 

Os mecanismos que conduzem a expressão de BMP-9 para aumentar a 

formação óssea ainda precisam ser estudados. No entanto, levando em consideração 

que os efeitos terapêuticos das CTMs dependem de seus produtos secretados, que 

incluem fatores de crescimento, citocinas, hormônios, e a liberação de vesículas 

extracelulares, bem como as interações célula-célula (SPEES et al., 2016), é razoável 

antecipar que esses mecanismos podem mediar a capacidade das iCTMs- VPRBMP-9+ 

de aumentar e / ou acelerar a formação óssea. A presença de iCTMs-VPRBMP-9+ em 

defeitos ósseos pode ter resultado em uma resposta inflamatória limitada, o que 

facilita a osteogênese e angiogênese, contribuindo fisiologicamente para o reparo 

ósseo (SHAO et al., 2015). 

 

5  CONCLUSÃO 

Sabe-se que esta foi a primeira demonstração de que as CTMs podem ser 

geneticamente modificadas para sobre-expressar BMP-9. Esses resultados indicam 

que empregar CTMs geneticamente editadas para sobre-expressar BMP-9 aumenta 

o reparo ósseo, abrindo novas possibilidades para o uso da terapia celular no 

tratamento de defeitos ósseos. 
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