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RESUMO

As células-tronco mesenquimais oriundas do ligamento periodontal (PDLCs) constituem uma fonte
celular acessivel e com potencial multipotente, sendo amplamente estudadas em estratégias
terapéuticas regenerativas. No entanto, sua heterogeneidade fenotipica, especialmente nas
subpopulagdes com reduzida capacidade de mineralizacio (I-PDLCs), compromete a
previsibilidade dos resultados clinicos. Além disso, a limitagdo replicativa das células primarias
dificulta a condugdo de experimentos prolongados in vitro. Visando contornar esses entraves, foi
desenvolvida uma linhagem imortalizada de I-PDLCs (il-PDLCs) por meio da inser¢do do gene da
transcriptase reversa da telomerase humana (ATERT) via vetor lentiviral, seguindo-se da
caracterizacdo fenotipica e molecular comparativa entre as il-PDLCs e as cé€lulas primdrias. A
analise dos marcadores de superficie (CD105, CD166 e CD34) foi feita por citometria de fluxo. A
expressao dos genes ATERT, OCT4 ¢ NANOG foi quantificada por PCR em tempo real (QPCR),
assim como a de genes relacionados a osteogénese (RUNX2, SP7, ALPL) e a proliferagdo celular
(MAPK14, YAPI ¢ CREBI), analisados nos dias 3, 7 ¢ 10 apds indugao osteogénica. A atividade da
enzima fosfatase alcalina (ALPL) e a colora¢do por Alizarina Vermelha foram utilizadas para
avaliar o potencial de mineralizacdo nos dias 14, 21 e 28, sendo que a atividade enzimatica foi
quantificada apenas no dia 14. As il-PDLCs apresentaram aumento expressivo na expressao de
hTERT (2.300 vezes), mantiveram o perfil mesenquimal (positividade para CD105/CD166 e
auséncia de CD34) e exibiram niveis elevados dos marcadores de pluripoténcia OCT4 ¢ NANOG,
em comparacao as I-PDLCs (p <0,05). Ap6s a inducdo osteogénica, genes associados a proliferagao
celular (MAPK14, YAP1 e CREBI) mostraram-se regulados positivamente nas il-PDLCs, que
também apresentaram expressao 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
as 1-PDLCs (p < 0,05). Observou-se ainda correlagdo positiva significativa entre YAPI e os
marcadores osteogénicos RUNX2 e SP7, especialmente nos dias 7 e 10. Apesar dessa vantagem
molecular inicial observada nas il-PDLCs, a deposi¢cao mineral foi mais progressiva nas 1-PDLCs,
atingindo seu pico no dia 28 (p < 0,05 em relacdo as il-PDLCs). A atividade enzimatica da ALPL
reforgou o padrao global de baixa mineralizacdo nas duas populacdes celulares. Em conjunto, os
achados indicam que as il-PDLCs conservam o fenotipo de baixa capacidade de mineralizagao
caracteristico de suas células originais primarias, a0 mesmo tempo em que oferecem um modelo

estavel para estudos sobre o baixo potencial osteogénico em células-tronco mesenquimais.

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

Imortalizagdo celular; Baixo potencial osteogénico; Formacao 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 (I-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 I-PDLCs (il-PDLCs) by introducing the human telomerase reverse
transcriptase (ATERT) 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 A”TERT, OCT4, and NANOG. The expressions
of RUNX2, SP7, ALPL, MAPK 14, YAP1, and CREBI 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 ATERT 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 I-PDLCs (p < 0.05). Upon osteogenic induction, proliferation-related genes such as MAPK 14,
YAPI, and CREBI 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 1-PDLCs (p < 0.05).
Furthermore, significant positive correlations were observed between YAPI and RUNX2 and
SP7, particularly on days 7 and 10. Despite this early molecular advantage in il-PDLCs, mineral
deposition progressively increased in I-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; /n vitro.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALPL — Alkaline Phosphatase, Liver/Bone/Kidney — Fosfatase alcalina.

ACTB — Beta-actin — Gene da beta-actina.

AP — Alkaline Phosphatase — Fosfatase alcalina (forma abreviada usada em ensaios de
atividade enzimatica).

¢DNA — Complementary DNA — DNA complementar.

CREBI1 — cAMP Response Element-Binding Protein 1.

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Meio Eagle modificado por Dulbecco.
DNA — Deoxyribonucleic Acid — Acido desoxirribonucleico.

FBS — Fetal Bovine Serum — Soro fetal bovino.

FITC — Fluorescein Isothiocyanate — Isotiocianato de fluoresceina.

hTERT — Human Telomerase Reverse Transcriptase — Transcriptase reversa da telomerase
humana.

il-PDLCs — Immortalized Low Mineralizing Periodontal Ligament Cells — Células do
ligamento periodontal imortalizadas com baixo potencial osteogénico.
I-PDLCs/low-PDLCs — Low Mineralizing Periodontal Ligament Cells — Células do ligamento
periodontal com baixo potencial osteogénico.

MAPK14 — Mitogen-Activated Protein Kinase 14.

MSCs — Mesenchymal Stem Cells — Células-tronco mesenquimais.

NANOG — Fator de transcrig¢do associado a pluripoténcia de células-tronco.

OCT4 — Octamer-binding Transcription Factor 4.

OM - Osteogenic Medium — Meio de diferenciagdo osteogénica (grupo submetido a indugao
osteogénica).

PBS — Phosphate Buffered Saline — Solugao salina tamponada com fosfato.

PCR - Polymerase Chain Reaction — Reagdo em cadeia da polimerase (técnica de
amplificacdo de DNA).

PDLCs — Periodontal Ligament Cells — Células do ligamento periodontal.

PE — Phycoerythrin — Ficoeritrina.

RUNX?2 — Runt-related transcription factor 2.

RNA — Ribonucleic Acid — Acido ribonucleico.

SP7 — SP7 transcription factor.

TERT — Telomerase Reverse Transcriptase — mesmo gene que hTERT.

YAPI — Yes-Associated Protein 1.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria cronica que acomete a gengiva e os tecidos
de suporte dentdrio, em especial o osso alveolar e o ligamento periodontal [1-2]. Embora
apresente maior prevaléncia em adultos, a periodontite também pode ser diagnosticada em
criangas e adolescentes [2]. Em suas formas mais agressivas [3] ou com progressdo lenta ao
longo do tempo, essa condicao leva a degeneracao dos tecidos de suporte dental [4], & perda
progressiva de insercdo e a reabsor¢ao do osso alveolar [1;3], podendo resultar em perda
dentaria precoce. [3;5].

As propostas de tratamento da periodontite visam, portanto, ndo apenas paralisar a
progressao da doenca, mas também promover a regeneracdo das estruturas danificadas, como
o osso alveolar, o cemento e o ligamento periodontal [4]. Com esse objetivo, diversas
estratégias tém sido amplamente investigadas, incluindo a regeneracdo tecidual guiada,
enxertos Osseos [6;7], aplicacdo de fatores de crescimento e terapias de modulagdo do
hospedeiro [7;8]. No entanto, essas abordagens apresentam variabilidade quanto aos desfechos
clinicos e a previsibilidade [9], além de enfrentarem desafios impostos pela complexidade da
arquitetura periodontal [4] e pelas condigdes clinicas individuais.

De forma semelhante, a regeneracdo de defeitos Osseos apresenta dificuldades
substanciais, uma vez que exige estabilidade estrutural [10]. Embora o enxerto 6sseo autdlogo
permanega como o padrdo-ouro para o tratamento de defeitos de origem traumatica, infecciosa
ou patoldgica [11], a coleta de tecido saudéavel acarreta morbidade na area doadora e limita a
aplicabilidade do procedimento [11;12]. Frente a esses desafios, as terapias celulares com
células mesenquimais indiferenciadas t€ém emergido como uma alternativa promissora,
oferecendo potencial para melhores resultados em regeneragao tecidual [13].

O ligamento periodontal ¢ um tecido conjuntivo que preenche o espago 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 populagado acessivel de células-tronco do
ligamento periodontal (PDLCs), que pode ser obtida com relativa facilidade [15]. No entanto,
as PDLCs apresentam natureza heterogénea [14—17], sendo caracterizadas por alta capacidade
proliferativa, aderéncia ao plastico, expressao de antigenos de superficie especificos [16] e
potencial de diferenciagdo em diversos tipos celulares, como osteoblastos, adipocitos,
condrocitos [15;16;18], cementoblastos [14;19] e células neuronais [20]. Apesar de sua
multipotencialidade, as PDLCs apresentam variabilidade consideravel quanto ao potencial

osteogénico [15].



Descobertas anteriores do nosso grupo de pesquisa indicam que tanto o perfil
epigenético individual quanto os mecanismos epigenéticos pos-transcricionais podem exercer
um papel regulador sobre a capacidade de deposi¢ao mineral das PDLCs [15;17;20]. Essas
células podem apresentar um potencial osteogénico varidvel, manifestando-se como baixa
deposicdo mineral, em casos de capacidade osteogénica reduzida, ou como formagao mineral
acentuada, nos casos de elevado potencial osteogénico. Essa variabilidade fenotipica impacta
significativamente o potencial regenerativo das PDLCs e pode contribuir para os resultados
terapéuticos imprevisiveis observados na pratica clinica [15; 17-20]

A fim de enfrentar essas inconsisténcias, torna-se fundamental aprofundar o
entendimento das caracteristicas moleculares relacionadas ao fendtipo com baixo potencial
osteogénico. Esse conhecimento pode possibilitar o desenvolvimento de ferramentas
diagndsticas mais acuradas, bem como de abordagens terapéuticas especificas. Nesse contexto,
nosso grupo identificou uma subpopulagdo de PDLCs com capacidade limitada de formar
nédulos minerais quando submetida a inducao osteogénica, a qual foi denominada de PDLCs
com baixo potencial osteogénico (I-PDLCs) [18]. Para viabilizar analises mais aprofundadas,
torna-se necessario imortalizar essa subpopulacao, de modo a contornar as limitagdes
replicativas inerentes as culturas primarias.

Células primarias cultivadas in vitro entram em senescéncia replicativa apds um nimero
limitado de divisdes celulares, caracterizando um estado irreversivel de paralisagdo do
crescimento e da proliferacdo [21-23]. Essa condi¢gdo compromete a realizacdo de estudos de
longa duracdo [23], uma vez que, embora permanecam viaveis € metabolicamente ativas, as
células senescentes perdem a capacidade de se dividir [21]. O esgotamento do potencial
proliferativo esta geralmente associado a disfun¢do dos telomeros — estruturas localizadas nas
extremidades dos cromossomos lineares — que, ao perderem sua fungdo protetiva,
desencadeiam a resposta senescente [24]. A cada ciclo de divisdo celular, os teldmeros sofrem
encurtamento progressivo e desgaste estrutural [25], o que leva a ativagdo de sinais de dano ao
DNA [21;23]. Como consequéncia, ocorre a inducao do estado irreversivel de paralisagao do
crescimento e da proliferacdo celular previamente mencionado [26].

Como alternativa para superar a limitagdo fisioldgica imposta ao nimero de divisdes
celulares, a imortalizagdo permite que as células adquiram imortalidade replicativa [27].
Diversas estratégias vém sendo discutidas na literatura para atingir esse fim, incluindo
imortalizacdo espontinea [28], introducdo de oncogenes virais, mutacdes nos pontos de
controle do ciclo celular [23; 29-30] e a expressdo ectopica da enzima transcriptase reversa da

telomerase humana (hTERT) [21;22;31;32]. Entre essas abordagens, a superexpressao de
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oncogenes virais ¢ a introdu¢do da hTERT destacam-se como os principais métodos
empregados na imortalizagdo de células mesenquimais derivadas de tecidos dentais ou
odontogénicos [33]. Comparativamente ao uso de oncogenes, como o simian virus 40 large T
antigen (SV40 Tag), a expressao de hTERT apresenta-se como uma alternativa mais segura,
pois reduz o risco de instabilidades genéticas e fenotipicas, além de preservar a
multipotencialidade celular [34]. Evidéncias demonstram que células-tronco mesenquimais
(MSCs) derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo mantém, mesmo ap6s a imortalizacao,
tanto a capacidade de diferenciacao quanto o perfil de formagao de nddulos minerais in vitro
[22;35-37].

Diante da importancia da imortalizacdo para a preservacdo das caracteristicas das
células primarias e para a viabilizacdo de estudos prolongados, o presente estudo tem como
objetivo estabelecer uma linhagem imortalizada de PDLCs com baixo potencial osteogénico.
Além disso, busca-se comparar suas caracteristicas fenotipicas e moleculares com as da
populacdo primaria. Por meio dessa abordagem, pretende-se desenvolver um modelo in vitro
robusto e reprodutivel, adequado para investigacdes de longo prazo voltadas a elucidagdo dos
mecanismos epigenéticos subjacentes ao fendtipo de reduzido potencial osteogénico — uma

condicdo de elevada relevancia clinica e ainda desafiadora no campo da regeneracao tecidual.
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2 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos ao longo desta dissertagdo demonstram que a imortalizacao de
células-tronco do ligamento periodontal com baixa capacidade de mineralizacdo (I-PDLCs),
por meio da expressdo ectopica de h”TERT, viabiliza a obten¢do de uma linhagem celular (il-
PDLCs) que preserva caracteristicas fundamentais do fenotipo mesenquimal, incluindo o estado
indiferenciado e a multipotencialidade. A manuten¢ao dos marcadores de pluripoténcia, bem
como a expressao de antigenos de superficie especificos, refor¢am este perfil.

O padrao temporal distinto de expressao de genes proliferativos e osteogénicos nas il-
PDLCs sugere que, embora essa subpopulacdo inicie mais precocemente as fases proliferativa
e de diferenciacdo osteogénica em comparagcdo as suas células primarias, seu potencial
mineralizador ¢ a formacdo de nddulos minerais in vitro a longo prazo permanecem
comparaveis com as 1-PDLCs. Este complexo cenario sugere a presenca de mecanismos de
regulacdo transcricionais e pos-transcricionais envolvidos na modulagdo génica, com impacto
direto sobre o fenotipo celular em estdgios avangados de diferenciacgao.

Dessa forma, as il-PDLCs se apresentam como uma ferramenta promissora para
investigagdes futuras voltadas a compreensdo dos determinantes moleculares associados ao
fenotipo de baixo potencial osteogénico, contribuindo para o avango de estratégias terapéuticas
mais previsiveis e eficazes em regeneracdo periodontal e 6ssea — especialmente em casos
clinicos que envolvem esse perfil desafiador. Além disso, estudos futuros deverdo incluir o
monitoramento continuo do comportamento da linhagem imortalizada, visando compreender
até que ponto suas caracteristicas gendmicas e fenotipicas sdo mantidas ao longo do tempo,

oferecendo maior seguranga para delineamentos experimentais e possiveis aplicagdes clinicas.
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