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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais oriundas do ligamento periodontal (PDLCs) constituem uma fonte 

celular acessível e com potencial multipotente, sendo amplamente estudadas em estratégias 

terapêuticas regenerativas. No entanto, sua heterogeneidade fenotípica, especialmente nas 

subpopulações com reduzida capacidade de mineralização (l-PDLCs), compromete a 

previsibilidade dos resultados clínicos. Além disso, a limitação replicativa das células primárias 

dificulta a condução de experimentos prolongados in vitro. Visando contornar esses entraves, foi 

desenvolvida uma linhagem imortalizada de l-PDLCs (il-PDLCs) por meio da inserção do gene da 

transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT) via vetor lentiviral, seguindo-se da 

caracterização fenotípica e molecular comparativa entre as il-PDLCs e as células primárias. A 

análise dos marcadores de superfície (CD105, CD166 e CD34) foi feita por citometria de fluxo. A 

expressão dos genes hTERT, OCT4 e NANOG foi quantificada por PCR em tempo real (qPCR), 

assim como a de genes relacionados à osteogênese (RUNX2, SP7, ALPL) e à proliferação celular 

(MAPK14, YAP1 e CREB1), analisados nos dias 3, 7 e 10 após indução osteogênica. A atividade da 

enzima fosfatase alcalina (ALPL) e a coloração por Alizarina Vermelha foram utilizadas para 

avaliar o potencial de mineralização nos dias 14, 21 e 28, sendo que a atividade enzimática foi 

quantificada apenas no dia 14. As il-PDLCs apresentaram aumento expressivo na expressão de 

hTERT (2.300 vezes), mantiveram o perfil mesenquimal (positividade para CD105/CD166 e 

ausência de CD34) e exibiram níveis elevados dos marcadores de pluripotência OCT4 e NANOG, 

em comparação às l-PDLCs (p ≤ 0,05). Após a indução osteogênica, genes associados à proliferação 

celular (MAPK14, YAP1 e CREB1) mostraram-se regulados positivamente nas il-PDLCs, que 

também apresentaram expressão antecipada e intensificada de RUNX2, SP7 e ALPL, com picos no 

dia 7 (aproximadamente 200 vezes para RUNX2 e SP7 e 100 vezes para ALPL), quando comparadas 

às l-PDLCs (p ≤ 0,05). Observou-se ainda correlação positiva significativa entre YAP1 e os 

marcadores osteogênicos RUNX2 e SP7, especialmente nos dias 7 e 10. Apesar dessa vantagem 

molecular inicial observada nas il-PDLCs, a deposição mineral foi mais progressiva nas l-PDLCs, 

atingindo seu pico no dia 28 (p ≤ 0,05 em relação às il-PDLCs). A atividade enzimática da ALPL 

reforçou o padrão global de baixa mineralização nas duas populações celulares. Em conjunto, os 

achados indicam que as il-PDLCs conservam o fenótipo de baixa capacidade de mineralização 

característico de suas células originais primárias, ao mesmo tempo em que oferecem um modelo 

estável para estudos sobre o baixo potencial osteogênico em células-tronco mesenquimais. 

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais derivadas do ligamento periodontal; Osso; 

Imortalização celular; Baixo potencial osteogênico; Formação mineral; In vitro. 



ABSTRACT 

 

Periodontal ligament-derived mesenchymal stem cells (PDLCs) are an accessible multipotent 

cell source with promising applications in regenerative therapies. However, phenotypic 

heterogeneity among PDLCs, particularly those with low mineralization capacity (l-PDLCs), 

poses challenges for clinical predictability. Moreover, the limited replicative capacity of 

primary cells hinders long-term in vitro studies. To overcome these limitations, we established 

an immortalized line of l-PDLCs (il-PDLCs) by introducing the human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT) gene using a lentiviral vector. We then compared il-PDLCs with their 

primary counterparts in terms of phenotypic and molecular characteristics. Surface markers 

(CD105, CD166, and CD34) were assessed using flow cytometry. Quantitative PCR (qPCR) 

was performed to assess the gene expression of hTERT, OCT4, and NANOG. The expressions 

of RUNX2, SP7, ALPL, MAPK14, YAP1, and CREB1 were also analyzed by qPCR at 3, 7, and 

10 days following osteogenic induction. Additionally, ALPL enzymatic activity and Alizarin 

Red staining were conducted to evaluate mineralization potential at 14-, 21- and 28-days post-

induction. Notably, ALPL enzymatic activity was measured exclusively at 14 days after 

osteogenic induction. il-PDLCs exhibited a 2,300-fold increase in hTERT expression and 

retained typical mesenchymal features, including CD105/CD166 positivity and the absence of 

CD34, along with elevated expression of pluripotency markers OCT4 and NANOG, compared 

to l-PDLCs (p  0.05). Upon osteogenic induction, proliferation-related genes such as MAPK14, 

YAP1, and CREB1 were upregulated in il-PDLCs, which also exhibited early and enhanced 

expression of osteogenic markers RUNX2, SP7, and ALPL, peaking on day 7 (approximately 

200-fold for RUNX2 and SP7, and 100-fold for ALPL) compared to l-PDLCs (p ≤ 0.05). 

Furthermore, significant positive correlations were observed between YAP1 and RUNX2 and 

SP7, particularly on days 7 and 10. Despite this early molecular advantage in il-PDLCs, mineral 

deposition progressively increased in l-PDLCs, reaching the highest levels by day 28 (p ≤ 0.05 

vs. il-PDLCs). ALPL enzymatic activity corroborated the overall low-mineralization profile in 

both cell populations. These results suggest that il-PDLCs preserve the low-capacity mineral 

formation phenotype of their primary counterparts while offering a stable model for 

investigating the low osteogenic potential in mesenchymal stem cells. 

 

Keywords: Periodontal ligament-derived mesenchymal stem cells; Bone; Cell immortalization; 

Low osteogenic potential; Mineral formation; In vitro. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A periodontite é uma doença inflamatória crônica que acomete a gengiva e os tecidos 

de suporte dentário, em especial o osso alveolar e o ligamento periodontal [1-2]. Embora 

apresente maior prevalência em adultos, a periodontite também pode ser diagnosticada em 

crianças e adolescentes [2]. Em suas formas mais agressivas [3] ou com progressão lenta ao 

longo do tempo, essa condição leva à degeneração dos tecidos de suporte dental [4], à perda 

progressiva de inserção e à reabsorção do osso alveolar [1;3], podendo resultar em perda 

dentária precoce. [3;5].   

As propostas de tratamento da periodontite visam, portanto, não apenas paralisar a 

progressão da doença, mas também promover a regeneração das estruturas danificadas, como 

o osso alveolar, o cemento e o ligamento periodontal [4]. Com esse objetivo, diversas 

estratégias têm sido amplamente investigadas, incluindo a regeneração tecidual guiada, 

enxertos ósseos [6;7], aplicação de fatores de crescimento e terapias de modulação do 

hospedeiro [7;8]. No entanto, essas abordagens apresentam variabilidade quanto aos desfechos 

clínicos e à previsibilidade [9], além de enfrentarem desafios impostos pela complexidade da 

arquitetura periodontal [4] e pelas condições clínicas individuais. 

De forma semelhante, a regeneração de defeitos ósseos apresenta dificuldades 

substanciais, uma vez que exige estabilidade estrutural [10]. Embora o enxerto ósseo autólogo 

permaneça como o padrão-ouro para o tratamento de defeitos de origem traumática, infecciosa 

ou patológica [11], a coleta de tecido saudável acarreta morbidade na área doadora e limita a 

aplicabilidade do procedimento [11;12]. Frente a esses desafios, as terapias celulares com 

células mesenquimais indiferenciadas têm emergido como uma alternativa promissora, 

oferecendo potencial para melhores resultados em regeneração tecidual [13]. 

O ligamento periodontal é um tecido conjuntivo que preenche o espaço entre o cemento 

radicular e a parede interna do osso alveolar, sendo uma fonte rica em células-tronco 

mesenquimais (MSCs) [14]. Esse tecido fornece uma população acessível de células-tronco do 

ligamento periodontal (PDLCs), que pode ser obtida com relativa facilidade [15]. No entanto, 

as PDLCs apresentam natureza heterogênea [14–17], sendo caracterizadas por alta capacidade 

proliferativa, aderência ao plástico, expressão de antígenos de superfície específicos [16] e 

potencial de diferenciação em diversos tipos celulares, como osteoblastos, adipócitos, 

condrócitos [15;16;18], cementoblastos [14;19] e células neuronais [20]. Apesar de sua 

multipotencialidade, as PDLCs apresentam variabilidade considerável quanto ao potencial 

osteogênico [15].  
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Descobertas anteriores do nosso grupo de pesquisa indicam que tanto o perfil 

epigenético individual quanto os mecanismos epigenéticos pós-transcricionais podem exercer 

um papel regulador sobre a capacidade de deposição mineral das PDLCs [15;17;20]. Essas 

células podem apresentar um potencial osteogênico variável, manifestando-se como baixa 

deposição mineral, em casos de capacidade osteogênica reduzida, ou como formação mineral 

acentuada, nos casos de elevado potencial osteogênico. Essa variabilidade fenotípica impacta 

significativamente o potencial regenerativo das PDLCs e pode contribuir para os resultados 

terapêuticos imprevisíveis observados na prática clínica [15; 17-20] 

A fim de enfrentar essas inconsistências, torna-se fundamental aprofundar o 

entendimento das características moleculares relacionadas ao fenótipo com baixo potencial 

osteogênico. Esse conhecimento pode possibilitar o desenvolvimento de ferramentas 

diagnósticas mais acuradas, bem como de abordagens terapêuticas específicas. Nesse contexto, 

nosso grupo identificou uma subpopulação de PDLCs com capacidade limitada de formar 

nódulos minerais quando submetida à indução osteogênica, a qual foi denominada de PDLCs 

com baixo potencial osteogênico (l-PDLCs) [18]. Para viabilizar análises mais aprofundadas, 

torna-se necessário imortalizar essa subpopulação, de modo a contornar as limitações 

replicativas inerentes às culturas primárias.  

Células primárias cultivadas in vitro entram em senescência replicativa após um número 

limitado de divisões celulares, caracterizando um estado irreversível de paralisação do 

crescimento e da proliferação [21-23]. Essa condição compromete a realização de estudos de 

longa duração [23], uma vez que, embora permaneçam viáveis e metabolicamente ativas, as 

células senescentes perdem a capacidade de se dividir [21]. O esgotamento do potencial 

proliferativo está geralmente associado à disfunção dos telômeros — estruturas localizadas nas 

extremidades dos cromossomos lineares — que, ao perderem sua função protetiva, 

desencadeiam a resposta senescente [24]. A cada ciclo de divisão celular, os telômeros sofrem 

encurtamento progressivo e desgaste estrutural [25], o que leva à ativação de sinais de dano ao 

DNA [21;23]. Como consequência, ocorre a indução do estado irreversível de paralisação do 

crescimento e da proliferação celular previamente mencionado [26].  

Como alternativa para superar a limitação fisiológica imposta ao número de divisões 

celulares, a imortalização permite que as células adquiram imortalidade replicativa [27]. 

Diversas estratégias vêm sendo discutidas na literatura para atingir esse fim, incluindo 

imortalização espontânea [28], introdução de oncogenes virais, mutações nos pontos de 

controle do ciclo celular [23; 29-30] e a expressão ectópica da enzima transcriptase reversa da 

telomerase humana (hTERT) [21;22;31;32]. Entre essas abordagens, a superexpressão de 
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oncogenes virais e a introdução da hTERT destacam-se como os principais métodos 

empregados na imortalização de células mesenquimais derivadas de tecidos dentais ou 

odontogênicos [33]. Comparativamente ao uso de oncogenes, como o simian virus 40 large T 

antigen (SV40 Tag), a expressão de hTERT apresenta-se como uma alternativa mais segura, 

pois reduz o risco de instabilidades genéticas e fenotípicas, além de preservar a 

multipotencialidade celular [34]. Evidências demonstram que células-tronco mesenquimais 

(MSCs) derivadas da medula óssea e do tecido adiposo mantêm, mesmo após a imortalização, 

tanto a capacidade de diferenciação quanto o perfil de formação de nódulos minerais in vitro 

[22;35-37]. 

Diante da importância da imortalização para a preservação das características das 

células primárias e para a viabilização de estudos prolongados, o presente estudo tem como 

objetivo estabelecer uma linhagem imortalizada de PDLCs com baixo potencial osteogênico. 

Além disso, busca-se comparar suas características fenotípicas e moleculares com as da 

população primária. Por meio dessa abordagem, pretende-se desenvolver um modelo in vitro 

robusto e reprodutível, adequado para investigações de longo prazo voltadas à elucidação dos 

mecanismos epigenéticos subjacentes ao fenótipo de reduzido potencial osteogênico — uma 

condição de elevada relevância clínica e ainda desafiadora no campo da regeneração tecidual. 
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2 CONCLUSÃO GERAL 

 

Os resultados obtidos ao longo desta dissertação demonstram que a imortalização de 

células-tronco do ligamento periodontal com baixa capacidade de mineralização (l-PDLCs), 

por meio da expressão ectópica de hTERT, viabiliza a obtenção de uma linhagem celular (il-

PDLCs) que preserva características fundamentais do fenótipo mesenquimal, incluindo o estado 

indiferenciado e a multipotencialidade. A manutenção dos marcadores de pluripotência, bem 

como a expressão de antígenos de superfície específicos, reforçam este perfil.  

O padrão temporal distinto de expressão de genes proliferativos e osteogênicos nas il-

PDLCs sugere que, embora essa subpopulação inicie mais precocemente as fases proliferativa 

e de diferenciação osteogênica em comparação às suas células primárias, seu potencial 

mineralizador e a formação de nódulos minerais in vitro a longo prazo permanecem 

comparáveis com as l-PDLCs. Este complexo cenário sugere a presença de mecanismos de 

regulação transcricionais e pós-transcricionais envolvidos na modulação gênica, com impacto 

direto sobre o fenótipo celular em estágios avançados de diferenciação. 

Dessa forma, as il-PDLCs se apresentam como uma ferramenta promissora para 

investigações futuras voltadas à compreensão dos determinantes moleculares associados ao 

fenótipo de baixo potencial osteogênico, contribuindo para o avanço de estratégias terapêuticas 

mais previsíveis e eficazes em regeneração periodontal e óssea — especialmente em casos 

clínicos que envolvem esse perfil desafiador. Além disso, estudos futuros deverão incluir o 

monitoramento contínuo do comportamento da linhagem imortalizada, visando compreender 

até que ponto suas características genômicas e fenotípicas são mantidas ao longo do tempo, 

oferecendo maior segurança para delineamentos experimentais e possíveis aplicações clínicas. 
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