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RESUMO 

Não está claro na literatura que as células do ligamento periodontal (PDL), 

caracterizadas como células mesenquimais indiferenciadas (MSC), correspondem as mesmas 

populações celulares identificadas como pericitos. Além disso, não existem evidências a 

respeito da distribuição destas células nos tecidos periodontais saudáveis e acometidos pela 

doença periodontal inflamatória crônica (DPIC). Sendo assim, este estudo teve como 

objetivos: 1) isolar e caracterizar fenotipicamente populações de pericitos provenientes do 

PDL de humanos e 2) avaliar a distribuição dos pericitos/MSC nos tecidos periodontais 

saudáveis e acometidos pela DPIC. Para isso, populações de pericitos (células CD146+) foram 

purificadas a partir de três populações celulares do PDL e as porções positivas e negativas 

foram caracterizadas quanto: 1) fenótipo mesenquimal indiferenciado (expressão dos 

marcadores CD105, CD166, STRO-1 e OCT-4) e fenótipo endotelial/hematopoiético 

(expressão dos marcadores CD34 e CD45) pela citometria de fluxo, 2) expressão do 

OCT4/POU5F1 pela imunocitoquímica e 3) potencial para diferenciação em fenótipo 

osteoblástico (ensaio de mineralização pelo vermelho de alizarina e expressão dos genes para 

RUNX-2,  ALP e OCN pelo PCRq) e adipogênico (coloração do oil red O e expressão dos 

genes para PPARγ2 e LPL). Para determinar o padrão de distribuição das células CD146+, 

CD166+, STRO-1+ nos tecidos periodontais, foi utilizado um modelo in vivo de indução 

experimental de DPIC, inserindo ligaduras de algodão subgengivalmente, no 1º molar inferior 

de 20 ratos Wistar machos. O molar contralateral serviu de controle (saudável). Após os 

períodos de 3 e 14 dias, os animais foram sacrificados, suas mandíbulas foram processadas e  

cortes histológicos foram analisados por histometria e imunohistoquímica. A análise de 

citometria de fluxo confirmou a eficiência da separação magnética com 95,14% (+ 2,46%) 

das células expressando o marcador CD146. Mais de 90% das células PDL-CD146+ co-

expressaram os marcadores CD105 e CD166. Somente uma das populações PDL-CD146+ não 

expressou o marcador CD166, contudo foi a única a expressar o STRO-1 e o fator de 

transcrição OCT4/POU5F1. Todas populações celulares PDL-CD146+ apresentaram potencial 

de diferenciação osteoblástica/cementoblástica com aumento significativo da expressão de 

RUNX2, ALP e OCN (p < 0,05), o que não ocorreu nas populações celulares PDL-CD146-. 

Quando submetidas à diferenciação adipogênica, somente a população PDL-CD146+ CD105+ 

CD166- STRO1+ OCT4+ foi capaz de diferenciar-se em células semelhantes a adipócitos, 

mostrando aumento significativo na expressão de genes específicos (LPL e PPARγ2) (p < 



0,05). Avaliando o padrão de distribuição das células CD146+, CD166+ e STRO-1+, observa-

se que elas apresentam-se distribuídas na região do ligamento e tecido conjuntivo, próximas 

ao cemento radicular e tecido ósseo. Também foram visualizadas na parede dos vasos 

sanguíneos e aglomeradas próximas a eles, dando indícios de que estes possam ser seus 

nichos. Os achados deste estudo mostraram que somente as células que expressam 

concomitantemente os antígenos de superfície CD146 e STRO-1 e o fator de transcrição 

OCT4/POU5F1 são capazes de diferenciarem-se em osteoblastos e adipócitos. As células 

PDL-CD146- não possuem a característica de multipotencialidade. Células imunomarcadas 

para os antígenos CD146, CD166 e STRO-1 encontram-se distribuídas no PDL e no espaço 

perivascular dos dentes com saúde e doença periodontal. 

 

Palavras-chave:  Células-Tronco. Ligamento Periodontal. Pericitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

It is not clear in literature that the periodontal ligament cells (PDL), characterized as 

mesenchymal stem cells (MSC), correspond to the same cell populations identified as 

pericytes. Moreover, there is no evidence regarding to these cell distribution in healthy 

periodontal tissues and in tissues damaged by chronic inflammatory periodontal disease 

(DPIC). In this way, the aims of the present study were: 1) to isolate and to characterize 

phenotypically populations of pericytes from human periodontal ligament, and 2) to evaluate 

the distribution of pericytes/MSC in healthy periodontal tissues and in tissues damaged by 

DPIC. For this purpose, populations of pericytes (CD146+ cells) were purified as from three 

cell populations of PDL and the positive and negative portions were characterized about: 1) 

undifferentiated mesenchymal phenotype (expression of markers CD105, CD166, STRO-1, 

and OCT-4), and about endothelial/hematopoietic phenotype (expression of markers CD34 

and CD45) using flow cytometry, 2) expression of OCT4/POU5F1 by immunocytochemistry, 

and 3) potential to differentiate into osteoblastic phenotype (mineralization assays by Alizarin 

Red and gene expression of RUNX2, ALP, and OCN by PCRq technique) and adipogenic 

phenotype (Oil Red O assay and gene expression of PPARγ2 and LPL). In order to determine 

the distribution pattern of cells CD146+, CD166+, and STRO-1+ on periodontal tissues, it was 

used an in vivo model of DPIC experimental induction, placing subgingival cotton ligatures 

on first lower molar of 20 male Wistar rats. The contralateral molar was used as control 

(healthy). After 3 and 14 days, animals were sacrificed, its jaws were processed and 

histological sections were analyzed by histometry and immunohistochemistry. Flow 

cytometry analysis confirmed the efficiency of magnetic separation with 95.14% (± 2.46%) of 

cells expressing CD146 marker. More than 90% of the PDL-CD146+ cells co-expressed 

markers CD105 and CD166. Only one of the populations PDL-CD146+ did not express 

CD166 marker, nevertheless it was the only population to express STRO-1 marker and the 

transcriptional factor OCT-4/POU5F1. All PDL-CD146+ cell populations exhibited potential 

of osteoblastic/cementoblastic differentiation with a significant increase on expression of 

RUNX2, ALP, and OCN (p < 0.05), which did not occur in PDL-CD146- cell populations. 

When undergoing to adipogenic differentiation, only population PDL-CD146+ CD105+ 

CD166+ STRO1+ OCT4+ was able to differentiate into adipocyte-like cells, showing a 

significant increase in the expression of specific genes (LPL e PPARγ2) (p < 0.05). 

Evaluating the pattern of distribution of cells CD146+, CD166+, and STRO-1+, it is observed 



that these cells are distributed in the region of ligament and connective tissue, next to 

cementum and bone tissue. It was also seen on the wall of blood vessels and agglomerates 

close to it, evidencing that these may be its niches. These findings demonstrate that only cells 

that express concomitantly the surfaces antigens CD146 and STRO-1 and the transcriptional 

factor OCT-4/POU5F are able to differentiate into osteoblasts and adipocytes. The PDL-

CD146- cells do not have the characteristic of multipotentiality. Immunostained cells to 

antigens CD146, CD166, and STRO-1 are distributed in PDL and in perivascular space of 

healthy teeth and teeth with periodontal disease. 

 

 
 

Key Words:  Stem Cells. Periodontal Ligament. Pericytes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ALCAM (CD166)  –   Molécula de Adesão Celular Ativada por Leucócito (Activated 

Leukocyte Cell Adhesion Molecule) 

ALP          –   Fosfatase Alcalina (Alkalin Phosphatase) 

AR-S           –   Coloração por Vermelho de Alizarina (Alizarin Red Staining) 
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OCT-4          –   Proteína Octamérica (Octameric protein – 4) 

OCN           –   Osteocalcina (Osteocalcin) 

OM           –   Meio osteogênico (meio de cultura padrão suplementado com 50 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A periodontite é uma doença inflamatória que se caracteriza pela perda 

progressiva dos tecidos periodontais de suporte e consequente esfoliação do dente, quando 

não tratada (Loe et al., 1986, Seo et al., 2004, Chen et al., 2016). Considerada uma das 

doenças infecciosas mais prevalentes e a principal causa de perda dentária (Hugoson and 

Jordan, 1982, Seo et al., 2004, Chen et al., 2010, Chen et al., 2016), a doença periodontal é 

uma grande preocupação para pacientes e cirurgiões dentistas do sistema público e privado de 

saúde (Chen et al., 2012). 

Diversas modalidades terapêuticas têm sido utilizadas visando à regeneração dos 

tecidos periodontais perdidos com a progressão da doença. Dentre elas pode-se destacar as 

técnicas de enxertos ósseos de diferentes origens, moléculas bioativas (como fatores de 

crescimento e proteínas derivadas da matriz do esmalte) e a regeneração tecidual guiada 

(GTR) (Karring et al., 1985, Pontoriero et al., 1987, Jepsen et al., 2002, Esposito et al., 2005, 

Needleman et al., 2005, Chitsazi et al., 2007, Sculean et al., 2008, Queiroz et al., 2015, 

Troiano et al., 2016). Todavia, esses procedimentos, quer sejam isolados ou em combinação, 

apresentam limitação em alcançar uma regeneração completa e previsível, especialmente em 

defeitos periodontais avançados (Chen et al., 2016, Santamaria et al., 2016). 

Sabe-se hoje que o sucesso da terapia regenerativa depende da migração e proliferação 

de células mesenquimais indiferenciadas (MSC) remanescentes na área do defeito, 

acompanhada pela subsequente diferenciação em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, 

e pela síntese de componentes da matriz tecidual (Bartold et al., 2006). Recentemente, estudos 

mostraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes e decíduos abriga populações 

celulares com características MSC, as quais expressam marcadores de superfície específicos 

tais como, CD105 (Endoglin), CD166 (ALCAM), CD73 e STRO1. Em condições apropriadas 

de cultura, essas células têm se mostrado capazes de diferenciarem-se em um fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico, adipogênico e condrogênico (Seo et al., 2004, Nagatomo et al., 

2006, Gay et al., 2007, Silverio et al., 2010, Kim et al., 2012), além de apresentarem, in vivo, 

formação ectópica de uma estrutura tecidual semelhante ao cemento dental e ligamento 

periodontal (Seo et al., 2004). Entretanto, até o momento, não existem evidências concretas a 

respeito da distribuição natural destas células nos tecidos periodontais. Alguns estudos 

sugerem que as MSC estariam localizadas na região perivascular dos vasos sanguíneos do 

ligamento periodontal, uma vez que expressam, in vitro (Seo et al., 2004, Gay et al., 2007) e 

in situ (Iwasaki et al., 2013), marcadores específicos para pericitos 
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(ex.CD146/MUC18/MCAM), os quais são definidos como pequenas células alojadas na 

região periférica vascular e que apresentam a capacidade de migrar e  proliferar em caso de 

danos teciduais (Doherty et al., 1998, Farrington-Rock et al., 2004, Iwasaki et al., 2013). 

Contudo, a caracterização in vitro das MSC é realizada considerando a expressão de um 

conjunto de marcadores de superfície. Desta maneira, parece plausível a necessidade de 

empregar outros marcadores de fenótipo mesenquimal indiferenciado e avaliar a co-expressão 

destes marcadores com um marcador específico para pericito, a fim de se definir a real 

distribuição das MSC nos tecidos periodontais. 

Além de conhecer o nicho natural das MSC no ligamento periodontal é de grande 

importância elucidar o  impacto da doença periodontal inflamatória crônica (DPIC) sobre as 

propriedades biológicas destas células, tendo em vista que a regeneração dos tecidos 

periodontais depende da presença de MSC viáveis e proliferativas no interior dos tecidos 

remanescentes. Na área médica, estudos tem mostrado uma influência direta do processo 

inflamatório crônico sobre as propriedades biológicas das células-tronco. Em pacientes 

portadores de doença coronariana crônica (angina estável) tem sido observada uma maior 

mobilização de células progenitoras do tipo CD34+ (células-tronco hematopoiéticas) 

comparado aos pacientes saudáveis (Gaspardone et al., 2006). Na presença de um processo 

inflamatório crônico cerebral induzido em modelo animal através da injeção de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α e interferon-©), Pluchino et al. (2008) mostraram haver um 

comprometimento significativo da migração, proliferação e da plasticidade das células-tronco 

da zona subventricular. Wei et al. (2016) mostraram em cultura de células da medula óssea de 

ratos, que a capacidade de sobrevivência e a migração das MSC foi significativamente inibida 

pelo TNF-α.  

Avaliando o potencial regenerativo de células mesenquimais indiferenciadas isoladas 

de polpa dental inflamada, Alongi et al. (2010) observaram que o processo inflamatório 

pulpar comprometeu a capacidade de divisão celular, de diferenciação e o potencial para 

formação de matriz mineralizada in vitro. Park et al. (2011) isolaram e caracterizaram MSC 

de PDL, saudável e inflamado, e observaram uma menor formação de nódulos minerais e uma 

maior capacidade migratória das células do PDL inflamado. Diante disso, se faz necessário 

uma melhor elucidação a respeito da localização das MSC nos tecidos periodontais saudáveis 

e do impacto do processo inflamatório periodontal crônico sobre a mobilização destas células.  

Frente ao exposto, o presente estudo teve como objetivo utilizar modelos in vitro e in 

vivo para  identificar pericitos no ligamento periodontal e caracterizá-los como sendo ou não, 

MSC.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

Periodontite e regeneração periodontal 

Qualquer doença hereditária ou adquirida dos tecidos que envolvem e suportam os 

dentes (periodonto) pode ser definida como uma doença periodontal. Estas doenças podem ser 

de origem do desenvolvimento, inflamatória, traumática, neoplásica ou genética (Armitage, 

2004). No entanto, o termo “doença periodontal” geralmente refere-se às desordens 

inflamatórias mais comuns, gengivite e periodontite, que são causadas por biofilme bacteriano 

(Armitage, 2004, Pihlstrom et al., 2005). Gengivite, a forma mais branda da doença 

periodontal, é uma inflamação gengival sem perda dos tecidos de inserção, facilmente 

reversível com uma boa higiene oral (Pihlstrom et al., 2005). Já a periodontite, causa 

destruição progressiva e alterações patológicas nos tecidos periodontais de suporte, podendo 

levar a perda dentária quando não tratada (Loe et al., 1986, Seo et al., 2004, Chen et al., 

2016). Considerada uma doença altamente prevalente, é a principal causa de perda dentária 

em adultos (Hugoson and Jordan, 1982, Seo et al., 2004, Chen et al., 2010, Chen et al., 2016) 

e uma grande preocupação para o sistema público de saúde odontológica (Seo et al., 2004, 

Chen et al., 2012).  

Controlar a inflamação induzida pelas bactérias periodontopatogênicas a fim de 

restabelecer a saúde periodontal, permitindo a preservação do dente e do sistema mastigatório 

como um todo, é o principal  objetivo da terapia periodontal. Uma vez que o aspecto 

inflamatório da doença esteja controlado, a meta é a correção de defeitos anatômicos e a 

regeneração dos tecidos periodontais perdidos (Ivanovski, 2009). No entanto, estruturas 

intrínsecas do periodonto fazem da regeneração periodontal um processo extremamente 

complexo (Silverio et al., 2010, Hynes et al., 2012). Terapias mecânicas convencionais (não 

cirúrgica ou cirúrgica) falham em restaurar as estruturas de suporte perdidas com a progressão 

da doença (Polimeni et al., 2006), e o impacto negativo que a perda dessas estruturas causa na 

qualidade de vida do paciente ressalta a necessidade de condutas terapêuticas mais eficazes 

para esta condição (Lin et al., 2009).  

Desde a década de 80, diversas abordagens terapêuticas têm sido utilizadas na 

tentativa de promover regeneração periodontal, dentre elas pode-se destacar a utilização de 

enxertos ou substitutos ósseos, regeneração tecidual guiada (RTG), uso de proteínas derivadas 

do esmalte e fatores de crescimento (Karring et al., 1985, Pontoriero et al., 1987, Jepsen et al., 

2002, Esposito et al., 2005, Needleman et al., 2005, Chitsazi et al., 2007, Sculean et al., 2008, 

Queiroz et al., 2015, Troiano et al., 2016). Todavia, esses procedimentos, quer sejam isolados 

ou em combinação, apresentam limitação em alcançar uma regeneração completa e previsível, 
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especialmente em defeitos periodontais avançados (Chen et al., 2016, Santamaria et al., 

2016). Fatores como o padrão de higiene oral, características morfológicas dos defeitos 

periodontais e condições sistêmicas e comportamentais (diabetes e tabagismo) do paciente 

podem influenciar no sucesso da regeneração (Kornman and Robertson, 2000, Reynolds et al., 

2010). Sabe-se hoje que, além de condições relacionadas ao paciente, o ponto chave para o 

sucesso da terapia regenerativa depende do recrutamento e proliferação de MSC 

remanescentes na área do defeito, acompanhada pela subsequente diferenciação em 

osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e pela síntese de componentes da matriz tecidual 

(Bartold et al., 2006). 

Neste contexto, a aplicação da engenharia tecidual tem surgido como uma nova 

proposta na busca da regeneração dos tecidos periodontais, baseando-se em conceitos de 

biologia celular, molecular e engenharia de biomateriais, pela interação entre basicamente três 

elementos-chave: células, moléculas de sinalização e arcabouços, com o objetivo de aumentar 

a previsibilidade de obtenção de regeneração periodontal e também de ampliar as indicações 

dos procedimentos regenerativos (Langer and Vacanti, 1993, Bartold et al., 2000).	
  

	
  

Células mesenquimais indiferenciadas na regeneração tecidual 

As MSC são candidatas promissoras para a engenharia tecidual devido as suas 

características peculiares de autorrenovação ilimitada e  diferenciação em diversos tipos 

celulares (Fischbach and Fischbach, 2004, Mo et al., 2016). Dessa forma, muitos estudos têm 

sido realizados para identificar, isolar e compreender os seus aspectos biológicos. 

Baseando-se na sua origem, essas células podem ser classificadas em células tronco 

embrionárias quando isoladas nas primeiras fases da embriogênese, ou como células tronco 

adultas, quando isoladas de tecidos pós-natais (Kim et al., 2012, Zhang et al., 2012). 

Friedenstein et al. (1966, 1970) foram os primeiros a isolar a partir de medula óssea de 

roedores, células fibroblastóides formadoras de colônias que aderiram ao prato de cultura in 

vitro. Mais tarde, em 1991, Caplan nomeou essas células como mesenquimais 

indiferenciadas. Hoje sabe-se que as MSC podem ser isoladas não somente da medula óssea, 

mas também a partir de tecido adiposo (Zuk et al., 2002), placenta (Igura et al., 2004), cordão 

umbilical (Rogers and Casper, 2004), fluido amniótico (Tsai et al., 2004), músculos  (Asakura 

et al., 2001), tendão (Salingcarnboriboon et al., 2003), pele (Toma et al., 2001), polpa dentária 

(Shi and Gronthos, 2003) e ligamento periodontal (Seo et al., 2004), em suma, de quase todos 

os tecidos pós-natais (da Silva Meirelles et al., 2006) e fetais (Crisan et al., 2008).  
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Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular estabeleceu critérios 

mínimos para definir MSC humanas. Dessa forma, as células precisam: 1) ser aderentes ao 

plástico, quando cultivadas em meio padrão em placas de cultura; 2) expressar os marcadores 

de superfície CD105, CD73, CD90; 3) e não expressar os marcadores CD45, CD34, CD14, 

CD79α e HLA-DR; e 4) serem capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipócitos e 

condroblastos in vitro. Estes critérios tornaram-se base para a caracterização adicional destas 

células. Entretanto, o painel proposto de anticorpos não identifica exclusivamente MSC em 

comparação com outras células. A melhor identificação das MSC é feita através do fenótipo 

da superfície em conjunto com os outros critérios funcionais, de acordo com o estado atual do 

conhecimento (Dominici et al., 2006). 

Atualmente, outros marcadores também são utilizados durante o processo de 

caracterização de MSC. O CD166, também conhecido como Molécula de Adesão Celular 

Ativada por Leucócito (ALCAM), é uma proteína transmembrana e um membro da 

superfamília das imunoglobulinas (van Kempen et al., 2001, Sun et al., 2015). Foi 

inicialmente identificado como ligante para para CD6, um receptor da superfície celular de 

linfócitos T (Bowen et al., 1995). Além de mediar ligações heterofílicas (ALCAM-CD6) 

medeia também ligações homofílicas (ALCAM-ALCAM) (van Kempen et al., 2001) . É 

expresso em células hematopoiéticas, endoteliais, neurais (Arai et al., 2002) e vem sendo 

descrito como um importante marcador presente nas linhagens de células mesenquimais 

indiferenciadas (Silverio et al., 2010, Trubiani et al., 2010, Saito et al., 2014).  

O Antígeno-1 Precursor do Estroma (STRO-1) é um antígenio de superfície celular 

expresso em cerca 10 a 20% dos elementos presentes no estroma de medula óssea humana, o 

que inclui unidades formadores de colônias e eritrócitos, mas não é expresso em células 

progenitores hematopoiéticas (Psaltis et al., 2010). Considerado um marcador de células 

precursoras mesenquimais por ter sido ligado à clonogenicidade e plasticidade dessas células 

(Gronthos et al., 1994, Dennis et al., 2002, Stewart et al., 2003), tem sido amplamente 

utilizado na identificação de MSC, estando relacionado com a diferenciação osteogênica e 

adipogênica (Fujii et al., 2008, El-Sayed et al., 2015). 

Em uma revisão sistemática com 29 estudos sobre marcadores de superfície de MSC, 

Mafi et al. (2011) observou que o marcador mais reportado como positivo nas MSC foi o 

CD105, seguido dos marcadores CD90, CD44, CD73, CD29, CD13, CD34, CD146, CD106, 

CD54 e CD166. Já o marcador mais frequentemente reportado como negativo nas MSC foi o 

CD34, seguido dos marcadores CD14, CD45, CD11b, CD49d, CD106, CD10 e CD31. A 

literatura relata ainda que a expressão dos fatores de transcrição OCT-4, SOX-2 e NANOG, 
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conferem à estas células as propriedades de auto-renovação e pluripotência (Huang et al., 

2009, Matic et al., 2016). 

Esta diversidade de descrição dos marcadores de MSC demonstra que, na realidade, as 

MSC compreendem uma população de células heterogênea e em diferentes estágios de 

comprometimento com determinadas linhagens celulares (Stewart et al., 2003, Rada et al., 

2011, Wang et al., 2011). Afim de identificar grupos menos heterogêneos de células, muito 

tem sido pesquisado na tentativa de obter-se culturas altamente enriquecidas para um 

marcador específico, utilizando técnicas de clonagem ou seleção positiva através de 

anticorpos específicos (Singhatanadgit et al., 2009). Dessa forma, investigações mais 

minuciosas nestas populações de MSC têm permitido a identificação de marcadores celulares 

que possibilitam selecionar células com maior potencial para diferenciação condroblástica e 

osteoblástica (Gronthos et al., 1994, Satomura et al., 2000, Stewart et al., 2003, Arufe et al., 

2010, Rada et al., 2011), o que poderia aperfeiçoar os procedimentos de engenharia tecidual 

pela seleção de células com maior potencial para diferenciação nas linhagens celulares 

relacionados aos tecidos que se deseja regenerar. 

Apesar de terem sido identificadas e serem estudadas há tantos anos, até o momento 

não existem evidências concretas a respeito do nicho natural das MSC nos diferentes 

órgãos/tecidos. Alguns estudos sugerem que elas estariam localizadas na região perivascular 

dos vasos sanguíneos apresentando características semelhantes a pericitos, uma hipótese que 

poderia explicar por que MSC podem ser isoladas de todos os órgãos vascularizados (Shi and 

Gronthos, 2003, Crisan et al., 2008, Murray et al., 2014, Chen et al., 2015). 

 

Pericitos 

Pericitos (células Rouget ou células murais) são células perivasculares que envolvem 

as células endoteliais em capilares e micro vasos (peri: em torno de, cyte: célula) (Gokcinar-

Yagci et al., 2015). Foram descritas pela primeira vez por Charles Marie Benjamin Rouget 

como “células adventícias não pigmentadas” ou "células ramificadas com processos 

protoplasmáticos". Seu nome foi dado a estas células até 1923, quando Zimmermann 

renomeou-as como pericitos (Ashton and de Oliveira, 1966).   

Até hoje é um desafio isolar e caracterizar os pericitos  já que um marcador geral ainda 

não foi definido. Os marcadores mais comumente utilizados para identifica-los são CD146, 

PDGFR-β (receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas) também conhecido 

como CD140b, RGS-5 (regulador da proteína G de sinalização), α-SMA (Alpha-smooth 
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muscle actin) e NG2 (neural/glial antigen 2) (Crisan et al., 2012, Wanjare et al., 2013, Chen et 

al., 2015, Gokcinar-Yagci et al., 2015).  

Membro da superfamília das imunoglobulinas, o CD146, também conhecido como 

Mel-CAM, MUC18, antígeno A32 e S-Endo-1, é uma glicoproteína de membrana que 

funciona como uma molécula de adesão celular independente de Ca+2 envolvida em interações 

heterofílicas célula-célula (Shih, 1999, Mo et al., 2016). É um marcador perivascular expresso 

no endotélio vascular, nas células musculares lisas e por todos os pericitos, dessa forma pode 

ser utilizado para isolar os pericitos de suspensões de células heterogêneas obtidos a partir de 

tecidos humanos (Gokcinar-Yagci et al., 2015).  

Crisan et al. (2008) isolaram pericitos de uma variedade de tecidos adultos incluindo, 

medula óssea, placenta, pâncreas e pulmão, utilizando os marcadores CD146 e NG2, e 

observaram que essas células possuíam capacidade de diferenciação em osteoblastos, 

condroblastos e adipócitos. Adicionalmente, essas células foram marcadas negativamente 

para os antígenos de superfície específicos para células endoteliais (CD34, CD144 e CD31) e 

hematopoiéticas (CD45), mostrando então, que os pericitos podem ser uma das populações de 

MSC residentes nos tecidos adultos. 

Recentemente, estudos mostraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes 

e decíduos abrigam populações celulares com características de MSC, as quais expressam 

marcadores de superfície específicos tais como, CD105 (Endoglin), CD166 (ALCAM), CD73 

e STRO1 (Seo et al., 2004, Nagatomo et al., 2006, Gay et al., 2007, Silverio et al., 2010), 

além de expressarem o gene para o Oct-4 (Oct-3, POU5f1), um fator de transcrição 

importante para a manutenção da pluripotencialidade e do estado celular indiferenciado 

(Kawanabe et al., 2006, Kellner and Kikyo, 2010, Silverio et al., 2010). Em condições 

apropriadas de cultura, essas células têm se mostrado capazes de diferenciarem-se em um 

fenótipo osteoblástico/cementoblástico, adipogênico e condrogênico (Seo et al., 2004, 

Nagatomo et al., 2006, Gay et al., 2007, Silverio et al., 2010, Kim et al., 2012), além de 

apresentarem in vivo formação ectópica de uma estrutura tecidual semelhante ao cemento 

dental e ligamento periodontal (Seo et al., 2004). Tendo em vista que a caracterização in vitro 

das MSC é realizada considerando a expressão de um conjunto de marcadores de superfície, 

parece plausível a necessidade de empregar marcadores de fenótipo mesenquimal 

indiferenciado e avaliar a co-expressão destes marcadores com um marcador específico para 

pericito, a fim de definir se os pericitos e as MSC residentes nos tecidos periodontais são a 

mesma população. 
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Em cultura primária de células do ligamento periodontal de humanos, Iwasaki et al. 

(2013) verificaram através da análise de citometria de fluxo que, a partir de  populações 

caracterizadas como sendo 100% positivas para CD166, CD73 e CD90, cerca de 31 a 63% 

das células eram positivas para os marcadores CD146 e NG2. Porém, na literatura não há 

trabalhos que avaliaram se culturas purificadas de pericitos residentes no ligamento 

periodontal dos dentes permanentes possuem características de MSC. 

Utilizando amostras de tecido da medula espinhal de humanos, Chin et al. (2013) 

verificaram, pela técnica da imunohistoquímica, que as células identificadas como sendo de 

origem mesenquimal (células CD105+, CD90+ e CD73+) apresentavam co-localização 

positiva com o marcador específico para pericito (CD146), e negativa com o marcador de 

célula endotelial (CD31). Essa co-localização foi evidente também, em amostras de tecido 

que sofreram alguma lesão, desencadeando um processo inflamatório crônico. Nessas 

amostras, os autores observaram um aumento do número de células CD105+, CD90+, CD73+ e 

CD146+ na região perivascular e nas áreas de injúria tecidual, sugerindo então, que essa 

população de MSC identificadas como pericitos migram em direção a área lesionada da 

medula espinhal na tentativa de promover o reparo local. 

Nos tecidos periodontais, somente um estudo realizado por Chen et al. (2006) 

identificou através de imunohistoquímica a presença de uma população celular CD146+ e 

outra, STRO-1+ na região perivascular do ligamento periodontal, e um aumento na proporção 

destas células, tanto nessa região, como próximo ao cemento radicular de dentes extraídos 

devido à doença periodontal, sugerindo o envolvimento destas populações no processo de 

reparo tecidual. No entanto, tendo como base o resultado deste estudo, não é possível definir 

se as células CD146+ e STRO-1+ correspondem a populações celulares distintas ou se as MSC 

do ligamento periodontal correspondem aos pericitos, conforme observado por Chin et al. 

(2013), sendo necessário dessa forma, avaliar a co-expressão destes marcadores. 

 

Processo inflamatório e seu efeito sobre as células mesenquimais indiferenciadas 

Para alcançar os resultados clínicos desejados para qualquer estratégia regeneradora se 

faz necessário uma melhor compreensão do comportamento das MSC frente ao estímulo 

inflamatório e dos mecanismos que impulsionam o recrutamento e migração destas células 

para os tecidos alvo. 

As células do ligamento periodontal respondem ao estímulo bacteriano produzindo 

citocinas pró-inflamatórias, tais como as interleucinas (IL-1β, IL-6 e IL-8) e fator de necrose 

tumoral (TNF-α) no local da inflamação (Han et al., 2016). A indução desses mediadores 
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primários, estimula a produção de mediadores secundários, incluindo quimiocinas, que atuam 

como citocinas quimiotáticas, e ciclo-oxigenases que produzem prostaglandinas. Isto conduz 

à amplificação da resposta inflamatória, indução das enzimas que degradam o tecido 

conjuntivo, e a reabsorção óssea osteoclástica (Graves and Cochran, 2003). A literatura 

mostra que a exposição a um ambiente assim, enriquecido por endotoxinas, pode afetar o 

potencial de diferenciação (Gilbert et al., 2000, Murphy et al., 2002, Lin et al., 2016) e 

migração das MSC (Pluchino et al., 2008, Tomchuck et al., 2008, Park et al., 2011, Wei et al., 

2016). 

Na área médica, estudos tem mostrado uma influência direta do processo inflamatório 

crônico sobre as propriedades biológicas das células-tronco. Em pacientes portadores de 

doença coronariana crônica (angina estável) tem sido observada uma maior mobilização de 

células progenitoras do tipo CD34+ (células-tronco hematopoiéticas) comparado aos pacientes 

saudáveis (Gaspardone et al., 2006). Na presença de um processo inflamatório crônico 

cerebral induzido em modelo animal através da injeção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α 

e interferon-γ), Pluchino et al. (2008) mostraram haver um comprometimento significativo da 

migração, proliferação e da plasticidade das células-tronco da zona subventricular. Wei et al. 

(2016) mostraram em cultura de células da medula óssea de ratos, que a capacidade de 

sobrevivência e a migração das MSC foi significativamente inibida pelo TNF-α.  

A fim de identificar as consequências genômicas e a resposta migratória do estímulo 

aos receptores Toll-like em MSC derivadas da medula óssea de adultos, Tomchuck et al. 

(2008) tratou esses receptores com vários ligantes e observou, através de análise de 

“microarray”,  que o tratamento com lipopolissacarídeos (LPS) causou um aumento da 

expressão de diversos cDNAs, incluindo CXCL10 (IP10), interleucinas IL-6 e IL-8, IFN1-β 

(Interferon 1 beta)  e NF-kB (factor nuclear kappa B).  Mostrou que, em geral, o padrão de 

secreção das células tratadas com LPS parecem favorecer mediadores pró-inflamatórios, tais 

como interleucinas IL-1β e IL-6; e fator de necrose tumoral (TNF-α). E observou um 

aumento na resposta migratória das células quando tratadas com LPS.	
  

Avaliando o potencial regenerativo de células mesenquimais indiferenciadas isoladas 

de polpa dental inflamada, Alongi et al. (2010) observaram que o processo inflamatório 

pulpar comprometeu a capacidade de divisão celular, de diferenciação e o potencial para 

formação de matriz mineralizada in vitro. Park et al. (2011) isolaram e caracterizaram MSC 

de PDL, saudável e inflamado, e observaram uma menor formação de nódulos minerais e uma 

maior capacidade migratória das células do PDL inflamado. Diante desses achados, se faz 

necessário uma melhor elucidação a respeito da localização das MSC nos tecidos periodontais 
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saudáveis e do impacto do processo inflamatório periodontal crônico sobre a mobilização 

destas células.  
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar fenotipicamente as 

populações de pericitos provenientes do ligamento periodontal de humanos; e posteriormente, 

avaliar sua distribuição nos tecidos periodontais saudáveis e acometidos pela doença 

periodontal inflamatória crônica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Objetivo #1: Isolar e caracterizar fenotipicamente as populações de pericitos provenientes 

do ligamento periodontal de humanos. 

4.1 Obtenção das culturas primárias de células do ligamento periodontal de humanos 

Inicialmente, foram selecionados 3 indivíduos adultos, com idade entre 19 e 23 anos, 

sistemicamente saudáveis, que não estavam grávidas, não-fumantes, sem história de 

medicação sistêmica nos últimos seis meses, e com indicação de extração de seus terceiros 

molares inclusos (superiores e inferiores). Todos os voluntários selecionados estavam em 

tratamento nas clínicas de graduação e pós-graduação da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba – UNICAMP, e receberam todas as orientações referentes ao Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa seguindo as recomendações da Resolução 

196/96 do CNS.  Para a obtenção da cultura primária de células do ligamento periodontal foi 

adotado o protocolo descrito por Silvério et al. (2010). Imediatamente após a extração, os 

dentes foram colocados em meio de biópsia composto por Meio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, EUA) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, EUA), 

250 µg/ml de sulfato de gentamicina, 5 µg/ml de anfotericina B, 100 µg/ml de estreptomicina 

e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, USA). Em seguida, 

o ligamento periodontal do terço médio foi removido cuidadosamente com uma cureta, e 

então, digeridos em uma solução de colagenase/dispase (Gibco BRL, Life Technologies, 

Rockville, MD, USA), por 1 hora a 37ºC. Logo após, a suspensão de células do ligamento 

periodontal foi obtida passando as células através de um “cells trainer” de 100µm de 

diâmetro (BD - Labware). Então, essa suspensão foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos e 

o pellet celular obtido foi semeado em meio de cultura padrão composto por DMEM 

suplementado com 10% de FBS, 100µg/ml de estreptomicina e 100U/ml de penicilina até 

alcançarem subconfluência. Este e os demais cultivos citados neste trabalho foram realizados 

em uma incubadora (Sanyo MCO -18IAC, Moriguchi City,Osaka, Japão) a 37°C em 

atmosfera saturada em 5% de CO2 e 98% de umidade. 
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4.2 Isolamento de células CD146+ (pericitos) e CD146- a partir do ligamento periodontal de 

humanos 

4.2.1 Separação magnética 

Depois de alcançada a subconfluência (70-80% de confluência), as populações 

heterogêneas de células do ligamento periodontal foram purificadas para o antígeno de 

superfície CD146, utilizando a técnica de separação magnética (MACS, Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch Gladbach, Germany), seguindo as recomendações do fabricante. As células 

foram tripsinizadas, centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a concentração foi ajustada 

para 1x107 células/ml. Brevemente, as células foram ressuspendidas em 80µl de uma solução 

tampão composta por solução fosfato salino (PBS) (Gibco BRL, Life Technologies, 

Rockville, MD, USA) suplementada com 0,5% de FBS e incubadas com 20µl do microbead 

CD146 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) por 15 minutos a uma temperatura de 

6°C a 12°C. Então, foram lavadas duas vezes, ressuspendidas em 500µl da solução tampão e 

aplicadas a uma coluna do tipo MS acoplada a um separador magnético (MACS separator, 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). As células que passaram diretamente pela 

coluna constituíam a fração CD146 negativa, enquanto que, as células que permaneceram 

retidas no interior da coluna, constituíam a população marcada positivamente para o antígeno 

CD146. A coluna magnética foi lavada três vezes com solução de tampão, as células PDL-

CD146+ e PDL-CD146- foram coletadas e a sua proporção em relação ao número inicial de 

células foi determinada, utilizando um hemocitômetro. Em seguida, essas células foram 

expandidas em meio de cultura padrão e, após alcançarem subconfluência, foram mantidas 

congeladas em nitrogênio líquido, utilizando-se como meio de congelamento o Recovery™ 

Cell Culture Freezing Medium (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, USA). 

Somente as células entre a segunda e sexta passagem foram utilizadas, e os experimentos 

foram realizados simultaneamente para ambos grupos com as células dentro da mesma 

passagem. 

 

4.3 Caracterização das populações de células PDL-CD146+ (pericitos) e PDL-CD146- 

provenientes do ligamento periodontal de humanos 

4.3.1 Citometria de fluxo 

A análise de citometria de fluxo foi realizada tendo como objetivos, confirmar a 

eficácia da técnica de separação magnética na purificação de populações celulares positivas   

para o antígeno de superfície CD146 e caracterizar as populações celulares quanto à 

expressão de antígenos de superfície específicos para células mesenquimais indiferenciadas e  
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células endoteliais/hematopoiéticas. Para este ensaio, as células do ligamento periodontal 

identificadas como PDL-CD146+ (pericitos) e PDL-CD146- foram semeadas em placas para 

cultura celular (100x20mm) e incubadas até alcançarem cerca de 80% de confluência. Então, 

foram lavadas com PBS e, em cada prato foi adicionada a solução de dissociação (TrypLETM 

Select, Gibco). Em seguida, foi adicionado PBS gelado nas placas e todo o conteúdo 

centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos. Após a centrifugação, as células foram contadas e 

distribuídas nos tubos específicos para citometria de fluxo a uma concentração de 1 x 106 

células/tubo. Então, foi adicionada a solução de bloqueio de Dunkey a 10% (Sigma-Aldrich, 

Milão, Itália) e as células foram incubadas por 40 minutos a 40C. Após esse período, as 

células foram incubadas com os anticorpos monoclonais conjugados mouse anti-human para 

CD146-APC, STRO1-Alexa Fluor 647 (BioLegend, USA), CD166-PE, CD105-PerCp 5.5, 

CD34-FITC e CD45-PerCp (BD, USA) a 40C por 1 horas. Como controle negativo APC, PE, 

FITC, PerCP e Alexa Fluor 647 conjugados a anticorpo mouse IgG1 foram utilizados como 

substitutos dos anticorpos primários. A seguir, as células foram submetidas à análise de 

citometria de fluxo (BD FACS Calibur™; BD Bioscience Pharmigen, San Jose, CA, EUA)  e 

os resultados foram processados usando o software BD Cell Quest™ Pro (BD Bioscience 

Pharmigen).  

 

4.3.2. Imunocitoquímica para Oct-4 

O ensaio de imunofluorescência para OCT-4 foi realizado tendo como objetivo 

confirmar o fenótipo indiferenciado das populações de células PDL-CD146+ e PDL-CD146-. 

Para tanto, as células foram semeadas em placas de 24 poços a uma concentração de 4 x10⁴ e 

mantidas em meio de cultura padrão por 24 horas. Após esse período, as célulares foram 

fixadas em paraformaldeído a 4% (pH 7,0) (Electron Microscopy Sciences, USA) por 10 

minutos à temperatura ambiente. Para prevenir ligação inespecífica, as células foram tratadas 

com Albumina Sérica Bovina a 3% (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) por 30 minutos. Em 

seguida foram incubadas overnight a 40 C com o anticorpo primário monoclonal anti-OCT-4 

humano (Abcam) diluídos em BSA a 1% em uma concentração de 1:1 e então, incubados com 

o anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG Alexa fluor 594 (Invitrogen) diluídos em BSA a 

1% em uma concentração de 1:1000 por 1 hora a temperatura ambiente. Por fim, os núcleos 

foram corados com PureBlu™ Dapi (Bio-Rad) diluído em água Milli-Q em uma concentração 

de 1:4000 por 5 minutos. Como controle negativo da reação, as células foram tratadas da 

mesma maneira, porém sem incubar com o anticorpo primário, somente com BSA a 1%. A 
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reação foi visualizada no microscópio Apotome.2 (Zeiss) da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba – UNICAMP.  

 

4.4 Avaliação in vitro da capacidade de diferenciação osteoblástica/cementoblásticadas 

populações de células PDL-CD146+e PDL-CD146-  provenientes do ligamento periodontal de 

humanos	
  

4.4.1 Ensaio de vermelho de alizarina  

As células PDL-CD146+ e PDL-CD146-  foram semeadas em triplicata em placas de 

24 poços a uma concentração de 2 x 105 células/poço e mantidas em meio de cultura padrão 

por 24 horas. Após 24 horas, o meio de três poços/população foi substituído pelo meio de 

cultura osteogênico (OM) constituído por meio de cultura padrão suplementado com 50µg/ml 

de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich, China), 10 mM de β-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich, 

USA), e 10-5M de dexametasona (Sigma-Aldrich, USA). Como controle negativo do 

experimento, outros três poços de cada população celular foram mantidos em meio de cultura 

padrão. Então, estas células foram cultivadas por 28 dias para permitir a formação do nódulo 

mineral, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Para análise qualitativa e quantitativa, 

a técnica de coloração por Vermelho de Alizarina (AR-S) (Sigma-Aldrich, Germany) foi 

utilizada. Ao final do período de 28 dias, o meio de cultura foi removido, cada poço foi 

lavado com PBS em temperatura ambiente e as células foram fixadas com etanol 100%  

(EMSURE®, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 30 minutos em temperatura ambiente. 

O etanol foi aspirado e as células lavadas com água destilada para remover o etanol 

remanescente. A cada poço foi adicionado 1 ml da solução AR-S (40mM, pH 4,2) em 

temperatura ambiente por 10 minutos sob agitação. As células foram então lavadas cinco 

vezes com água, a fim de remover a solução, e 1 ml de PBS foi adicionado a cada poço por 15 

minutos sob agitação, a fim de reduzir a coloração inespecífica. A placa foi fotografada, e o 

procedimento de descoloração dos nódulos para a análise quantitativa foi realizado pela 

adição de 1 ml de uma solução de cloreto de cetilperidina (CPC) (10%, pH 7,0) (MP 

Biomedicals, France) por 15 minutos. Alíquotas desta solução foram transferidas para uma 

placa de 96 poços juntamente com uma curva padrão e a quantificação espectofotométrica a 

562nm foi realizada por comparação das amostras com a curva padrão utilizando um leitor de 

micro-placa (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale , CA, EUA). 
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4.4.2 Expressão de genes marcadores de diferenciação osteoblástica/cementoblástica 

  As células das três populações PDL-CD146+ e PDL-CD146-  foram semeadas em 

duplicata em pratos para cultura (60 x 15mm) a uma densidade de 2 x 105 células/prato e 

cultivadas  sob as mesmas condições descrita no item 4.4.1. Ao final dos períodos de 7, 14 e 

21 dias, o ácido ribonucleico (RNA) total das células de cada grupo foi extraído, utilizando o 

reagente TRIzol® (Invitrogen, USA), seguindo as recomendações do fabricante. Então, as 

amostras de RNA foram suspensas em água MiliQ livre de RNase e armazenadas a -70oC. 

Uma alíquota de 1µl foi utilizada para a obtenção da concentração de RNA da amostras, 

utilizando-se um espectofotômetro (Nanodrop 2000, ThermoScientific). O RNA total foi 

tratado para a eliminação de qualquer resíduo de DNA na amostra (Turbo DNA-free™, 

Ambion, Austin, TX, USA), e 1µg da amostra foi utilizado para a síntese do DNA 

complementar (cDNA), utilizando-se o kit First-Strand cDNA Synthesis (Roche Applied 

Science, USA), seguindo as recomendações do fabricante para um volume final de 20µl.  

  Os “primers” para GAPDH (gene de referência), RUNX2, ALP e OCN foram 

desenhados com o auxílio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar 

“primers” para o sistema o LightCycler® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), e 

a eficiência das reações para cada “primer” foi otimizada anteriormente ao início das reações 

de PCR em tempo real (PCRq)  propriamente ditas (Tabela 1). As reações de PCRq foram 

realizadas com o sistema LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany), utilizando-se o kit “LightCycler® 480 SYBR Green I Master” (Roche Applied 

Science, USA). Para cada uma das “corridas”, a água foi utilizada como controle negativo, e o 

produto das reações foi quantificado utilizando o método ∆∆CT LightCycler® Relative 

Quantification Software (Roche Applied Science). GAPDH foi utilizado como o gene de 

referência (“housekeeping”) para a normalização dos valores.  
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Tabela 1. Sequência dos primers utilizados para amplificações por PCR em tempo real 

Gene 
 

Primers (5’à3’)  
Amplicon

(pb) 

Temperatura  
de  

Anelamento 

Nº  
de  

Ciclos 

ALP 
Forward: 
Reverse: 

CGGGCACCATGAAGGAAA 
GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 

184 55ºC 40 

OCN 
Forward: 
Reverse: 

AGCTCAATCCGGACTGT 
GGAAGAGGAAAGAAGGGTGC 

150 55ºC 40 

RUNX-
2 

Forward: 
Reverse: 

CCGTCCATCCACTCTACCAC 
ATGAAATGCTTGGGAACTGC 

139 55ºC 40 

PPARγ2 
Forward: 
Reverse: 

GCTTATCTATGACAGATGTGATCT 
AGCTTCTCCTTCTCGGC 

153 55ºC 40 

LPL 
Forward: 
Reverse: 

TGTTCTAGGGAGAAAGTGTCTCA 
ACTTCATTCTTCACAGAATTCACAT 

152 55ºC 40 

GAPDH 
Forward: 
Reverse: 

ACATCATCCCTGCCTCTAC 
CCACCTTCTTGATGTCATCATATTTG 

171 55ºC 40 

 
ALP, alkaline phosphatase; OCN, osteocalcin; RUNX2, runt-related transcription factor 2; PPARγ2, 
peroxisoma proliferator-activated receptor gamma 2; LPL, lipoprotein lipase; GAPDH, 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 
 

4.5 Avaliação in vitro da capacidade de diferenciação adipogênicadas populações de células 

PDL-CD146+ e PDL-CD146- provenientes do ligamento periodontal de humanos. 

 

4.5.1 Coloração com Oil Red O e expressão de genes relacionados ao fenótipo adipogênico 

 As populações de células PDL-CD146+ e PDL-CD146-  foram semeadas em pratos para 

cultura (60 x 15mm) e cultivadas em meio de cultura padrão até alcançarem 100% de 

confluência. Então, foi iniciada a indução da diferenciação adipogênica, utilizando o hMSC 

Adipogenic Bullet Kit (Lonza, USA), seguindo as recomendações do fabricante. Após 25 dias 

de indução, foi realizada a coloração com o Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA) para a 

identificação dos vacúolos de lipídio e o RNA total foi extraído, utilizando o reagente 

TRIzol®, de acordo com as recomentações do fabricante. Em seguida, as reações de PCRq 

foram realizadas para a quantificação dos níveis de RNAm para os seguintes genes 

relacionados ao fenótipo adipogênico: PPARγ2 e LPL (Tabela 1). As reações de PCRq 

seguiram o protocolo descrito no item 4.4.2. 
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Objetivo # 2: Avaliar a distribuição dos pericitos/células mesenquimais indiferenciadas nos 

tecidos periodontais saudável e acometidos pela doença periodontal inflamatória crônica. 

4.6 Características da amostra 

Foram utilizados 20 ratos machos (Wistar), com idade de 12 semanas, pesando entre 

250 e 300g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da 

Ciência em Animais de Laboratório da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB–

UNICAMP) e acondicionados no biotério central da Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

(FOP–UNICAMP). Antes dos procedimentos experimentais, os animais passaram por um 

período de 5 dias de aclimatação ao ambiente de laboratório, com ciclo de 12 horas de luz por 

dia e temperatura entre 22 e 24o C. Durante todo o experimento, consumiram ração sólida 

selecionada e água ad libitum. 

 

4.7 Indução da Doença Periodontal (DP) 

A indução da doença periodontal foi realizada empregando um modelo já descrito na 

literatura (Sallay, 1982, Bezerra et al., 2000, Meulman et al., 2011) o qual mimetiza diversos 

achados da periodontite humana, incluindo biofilme bacteriano, formação de infiltrado 

inflamatório, perda de inserção conjuntiva e de osso alveolar (Liu et al., 2006). Para a 

realização de todos os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados por 

injeção intramuscular de cloridrato de xilazina (Anasedan®; Vetbrands, Paulinia, Brasil) 

(0,03ml/kg) e cloridrato de ketamina (Dopalen®; Vetbrands, Paulinia, Brasil) (1ml/kg). Após 

anestesia, os animais foram posicionados no aparato de Doku modificado e os maxilares 

mantidos abertos por meio de bandas elásticas presas aos incisivos. Os dentes foram 

delicadamente espaçados com auxílio de um espaçador endodôntico modificado introduzido 

entre o primeiro e segundo molares inferiores. Subsequentemente, com auxílio de sonda 

exploradora e porta agulha, ligaduras (fio de algodão nº 24, Coats Corrente, São Paulo, BR) 

foram inseridas, unilateralmente, na região subgengival do primeiro molar inferior, para 

indução da doença periodontal através do acúmulo de biofilme. O primeiro molar 

contralateral serviu de controle e não recebeu ligadura (boca dividida). Os lados teste e 

controle foram escolhidos aleatoriamente por intermédio de sorteio. As ligaduras foram 

fixadas com três nós simples posicionados na face mesial do primeiro molar inferior. Os 20 

animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos: 3 e 14 dias de indução da doença 

periodontal.  
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4.8 Processamento histológico 

Ao final dos períodos de 3 e 14 dias de indução da doença periodontal, os animais 

foram anestesiados com solução de xilazina e ketamina e submetidos à eutanásia por meio de 

perfusão transcardíaca com solução salina a 0,9% por 1min na velocidade máxima de 

bombeamento de 19,6 ml/min, seguido de solução fixadora (paraformaldeído a 4%, pH 7,0) 

por 10 minutos na velocidade de 10.0 ml/min. Após a perfusão, as mandíbulas foram 

removidas, hemi-seccionadas em sua sínfise e imersas em paraformaldeído a 4% (pH 7,0) por 

mais 24 horas. Em seguida, as hemi-mandíbulas foram imersas em PBS e a solução trocada 

três vezes, sendo que a última troca foi mantida por mais 24 horas. Foram então, 

descalcificadas em solução de EDTA a 20% (Titriplex III®, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany), com trocas diárias de solução à temperatura ambiente. Após a descalcificação, os 

espécimes foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol (Sigma-Aldrich, USA)  e 

incluídos em parafina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Secções longitudinais mésio-

distais de 6 µm de espessura foram obtidas com auxílio de um micrótomo (Leica RM2155, 

Germany).  

 

4.9 Análise histométrica 

 Para quantificação da área de reabsorção óssea após a indução experimental da DPIC 

foi realizada análise histométrica da reabsorção óssea inter-radicular na região da bifurcação 

dos primeiros molares mandibulares. Para isto, dez cortes equidistantes foram selecionados 

por dente, foram corados com Hematoxilina e Eosina e então, as imagens da região da furca 

foram capturadas, utilizando-se o microscópio óptico em aumento de 50X (5X de objetiva e 

10X de ocular; Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena, Alemanha). Com o auxílio do sistema de pontos 

de um retículo quadriculado (Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), foi 

mensurada a área de tecido conjuntivo proveniente da reabsorção do tecido ósseo da região 

inter-radicular. O retículo foi constituído de quadrados de 0,08 mm de aresta e 0,0064 mm2 de 

área. O mesmo foi posicionado de maneira a incluir dentina coronária e radicular, e o tecido 

ósseo, sendo computados somente os pontos que coincidissem com as intersecções das arestas 

dos quadrados adjacentes que se encontrassem dentro da área de tecido conjuntivo inter-

radicular (Figura 01). A área de reabsorção óssea foi calculada utilizando-se a fórmula Área 

reabsorvida = n0 de pontos x área do quadrado. A reabsorção óssea inter-radicular foi 

expressa em mm2 como a média das leituras dos dez cortes equidistantes por dente. 
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(Sociedade Civil Mamirauá, Belém, PA, Brasil), sendo os valores apresentados na forma de 

média e desvio-padrão.  As comparações intragrupos foram realizadas usando o teste 

ANOVA um critério, seguido pela análise múltipla pareada, utilizando o método de Tukey (α 

= 0,01), enquanto que, o teste T pareado foi empregado para detectar as diferenças 

intergrupos (α = 0,05).   
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5. RESULTADOS 

5.1 Isolamento de células CD146+ pela  técnica de separação magnética 

 A separação magnética realizada para o antígeno de superfície CD146 mostrou que, a 

partir de uma concentração inicial de 1x107 de células do PDL, a proporção de células 

CD146+ e CD146-, respectivamente, para cada população foi:  13,75% e 70,62% para 

população ALP, 17,44% e 42,61%  para JAS e 21,70% e 57,91% para população NWB 

(Figura 2).  

 

Figura 02. Separação magnética. Porcentagem de células CD146 positivas e negativas a partir de 

uma concentração de 107 células do PDL três populações celulares (ALP, JAS e NWB). 

 

5.2 Análise de citometria de fluxo para expressão de marcadores de origem mesenquimal e 

endotelial/hematopoiético 

A análise por citometria de fluxo mostrou que a proporção de células CD146+ isoladas 

do ligamento periodontal foi 92,4% (± 2,56%), confirmando que o método da separação 

magnética foi eficaz para obtenção de populações celulares altamente purificadas para o 

antígeno de superfície CD146.  Para melhor caracterizar as células do ligamento periodontal 

isoladas e identificadas como CD146+  e CD146-, ambas populações foram incubadas com 

outros anticorpos utilizados como marcadores endotelial/hematopoiético (CD45 e CD34) e 

marcadores de origem mesenquimal (CD105, CD166, STRO-1) e analisadas pelo citômetro 

de fluxo. Os resultados descritos na Tabela 2, representam a proporção de células CD146+ ou 

CD146- positivamente marcadas com os outros anticorpos. Os dados mostraram que as células 

PDL-CD146+ e PDL-CD146-  foram negativas para marcador hematopoiético, CD34, e para o 
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5.4 Avaliação do potencial para diferenciação osteoblástica/cementoblástica das células PDL-

CD146+ e CD146- 

5.4.1 Ensaio de mineralização 

Os resultados da AR-S mostraram que as três populações de células PDL-CD146+ 

foram capazes de depositar nódulos mineralizados somente quando cultivadas em meio 

osteogênico por 28 dias (Figura 4A). A quantificação da concentração da AR-S revelou que, a 

população NWB-CD146+ apresentou uma produção de matriz mineralizada 

significantivamente superior comparada as outras duas populações, ALP e JAS-CD146+ 

(Figura 4A). Em relação as células PDL-CD146-, somente a população NWB foi capaz de 

depositar nódulos mineralizados após 28 dias de indução osteogênica (Figura 4B). Contudo, 

essa deposição de matriz mineralizada foi significativamente inferior  comparada à população 

NWB-CD146+ (Figura 4C). Esse dado, também foi válido para as outras duas populações de 

células PDL-CD146+ (ALP e JAS), as quais apresentaram uma concentração de AR-S quase 

1000 vezes a mais que as células PDL-CD146- (Figura 4C). 
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5.4.2  Expressão de genes marcadores de diferenciação osteobástica/cementobástica 

Os resultados do PCRq foram analisados como fold-change, ou seja, aumento/redução 

na expressão dos genes pelas células cultivadas com meio de diferenciação osteogênica em 

relação ao grupo controle (DMEM), para os 3 períodos de observação (7, 14 e 21 dias).  O 

cultivo das células PDL-CD146+ em meio osteogênico levou a um aumento significativo na 

expressão dos transcritos para RUNX2, ALP e OCN, o que não ocorreu, quando as células 

PDL-CD146- foram cultivadas sob a mesma condição (Figuras 5A e 5B).   

 Os níveis de RNAm para RUNX2, um fator de transcrição importante para a fase 

inicial da diferenciação osteoblástica/cementoblástica, já estavam significativamente elevados 

nas células PDL-CD146+ após 7 dias em meio osteogênico (p < 0,05) comparado ao grupo 

controle (Figura 5A).  Por outro lado, sob indução osteogênica, as células PDL-CD146- 

apresentaram níveis de RNAm para RUNX2 semelhantes ao grupo controle (Figura 5B). Esse 

perfil de comportamento celular também foi observado para a expressão dos genes para ALP e 

OCN. Ou seja, as células positivas para o marcador CD146 já tiveram um aumento 

significativo na expressão do gene para ALP após 7 dias em meio osteogênico, com 

consequente redução na sua expressão após os períodos de 14 e 21 dias (Figura 5A).  

Também, aos 7 dias em meio osteogênico, as PDL-CD146+ apresentaram níveis 

significativamente elevados de transcritos para OCN (p < 0,05), mantendo esse padrão de 

expressão até o 21º dia (Figura 5A). Já as células PDL-CD146-, não apresentaram um 

aumento significativo na expressão destes genes (ALP e OCN) em nenhum dos períodos de 

observação (Figura 5B).  

 Ao comparar o padrão de expressão dos genes marcadores de osteoblastos entre as 

células PDL-CD146+ e PDL-CD146-, fica evidente que, o meio ostegênico promoveu um 

aumento dos transcritos para RUNX2, ALP e OCN somente nas células caracterizadas como 

pericitos. É possivel observar pelas Figuras 6A e 6C, que os níveis de RNAm para RUNX2 e 

OCN foram cerca de 2,5 vezes maior para as células PDL-CD146+ comparada as células 

negativas nos períodos de 7 e 21 dias. Adicionalmente, as células CD146 positivas 

expressaram 5 vezes mais ALP aos 7 dias em cultura (Figura 6B), confirmando o potencial 

destas células em apresentarem maturação no fenótipo osteoblástico/cementoblástico.  
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5.5 Avaliação do potencial para diferenciação adipogênica das células PDL-CD146+ e CD146- 

 

5.5.1 Coloração com oil red O e expressão de genes marcadores de diferenciação adipogênica 

 Quando submetidos à diferenciação adipogênica, somente a população ALP das 

células PDL-CD146+ foram capazes de diferenciarem em células semelhantes a adipócitos, 

apresentando a formação de vacúolos de lipídeo no citoplasma corados com oil red O (Figura 

7A). Adicionalmente, os resultados do PCRq mostraram um aumento na expressão de dois 

fatores de transcrição relacionados à diferenciação adipogênica, LPL e PPARγ2 (Figura 7B). 

A análise dos dados mostrou que, as células PDL-CD146+ tiveram um aumento de 5 vezes  

nos níveis de RNAm para PPARγ2, o qual foi significativo comparado às células cultivadas 

em DMEM (p < 0,05) (Figura 7B). No entanto, vale ressaltar que esse resultado foi derivado 

somente da população ALP PDL-CD146+, já que as outras duas (JAS e NWB) não foram 

capazes de diferenciarem-se em células semelhantes à adipócitos.      
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5.6 Análise histométrica 
 
 A análise histomorfométrica mostrou que, para períodos experimentais (3 e 14 dias), o 

grupo Saúde sempre apresentou médias de reabsorção óssea significativamente inferiores 

comparado ao grupo Doença (Tabela 3, Figura 8).  Esse dado reflete a efetividade do modelo 

de doença periodontal induzida por ligadura aplicada neste estudo. Em relação ao tempo de 

indução da doença periodontal, não houve diferença significativa na média de reabsorção 

óssea entre os dois períodos experimentais (Tabela 3).  

 
Tabela 3. Distribuição das médias e desvios-padrão das medidas de reabsorção óssea em mm2 
segundo o  período de indução da doença periodontal. 
 

Grupos 3 dias 14 dias p (Test t) 

Saúde 0,07±0,01 Aa 0,06±0,007 Aa 0,2 

Doença 0,15±0,03 Ba 0,18±0,07 Ba 0,06 

p (Test t) 0,0008 0,0001   

 

Letras maiúsculas distintas representam a diferença intergrupo (controle versus doença) e letras 

minúsculas representam a diferença intragrupo (3 versus 14 dias) identificadas pelo Teste t (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  

	
  





50 

 

5.7 Ensaio de imunohistoquímica 

 Os resultados do ensaio de imunohistoquímica são respresentativos de reações 

realizadas nas amostras dos grupos controle e doença periodontal de três animais para cada 

período de observação (3 e 14 dias). Esses resultados serão apresentados de forma descritiva 

para cada anticorpo avaliado (CD146, CD166 e STRO1).  

 

5.7.1. Imunolocalização para CD146   

 No grupo saúde periodontal, células positivamente marcadas para o anticorpo CD146 

estavam distribuídas ao longo do ligamento periodontal e do osso alveolar (Figura 9A). Foi 

possível encontrar células positivas na parede de vasos sanguíneos em canais vasculares que 

comunicavam o osso alveolar com o ligamento periodontal (Figura 9C - seta vermelha). Essas 

células apresentavam núcleo e citoplasma mais alongados, semelhantes à morfologia das 

células endoteliais. Células positivamente marcadas foram também visualizadas na região 

extravascular  em “clusters” localizados próximos aos vasos sanguíneos (Figura 9C - seta 

rosa), distribuídas ao longo do ligamento periodontal (Figura 9B - seta azul), em áreas 

próximo ao cemento radicular (Figura 9B - seta verde), além da presença de osteócitos 

CD146+ (Figura 9C - seta amarela).  Esse grupo de células tinha uma morfologia arredondada 

e núcleo centralizado. 

 Aos 3 e 14 dias de indução da doença periodontal, foram visualizadas células 

imunomarcadas para CD146 no tecido conjuntivo, que ocupava a área de perda de osso 

alveolar (Figura 9B - seta azul). Essas células estavam localizadas principalmente, nas áreas 

próximas ao cemento radicular e distribuídas ao longo do teto da região de furca (Figura 9B e 

C - seta verde). Também foi possível visualizar células positivas na parede de vasos 

sanguíneos (Figura 9B e C - seta vermelha). Havia a presença de osteócitos CD146 positivos 

(Figura 9C - seta amarela) e embora, não tenha sido realizada uma análise quantitativa, os 

resultados sugerem a presença de um maior número de células imunomarcadas após 14 dias 

de indução da doença periodontal comparado ao 3 dias.  
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5.7.2. Imunolocalização para CD166  

 O ensaio de imunohistoquímica para o antígeno CD166 revelou a presença de células 

positivas nas amostras de todos grupos, saúde e doença periodontal (Figura 10A). Nas 

amostras do grupo saúde, foi possível observar células CD166 positivas localizadas no 

interior do ligamento periodontal (Figura 10B - seta azul), na região do cemento radicular 

(Figura 10B - seta verde), na parede dos vasos sanguíneos (Figura 10B - seta vermelha),  

aglomeradas próximos a estes vasos (Figura 10B - seta rosa) e margeando o osso alveolar 

(Figura  10C - seta laranja).  Na área de reabsorção óssea, os dados sugerem a presença de um 

maior número de células CD166 positivas quando comparado ao grupo saúde sendo essa 

observação mais evidente no período de 3 dias de indução da doença periodontal (Figura - 

10A).  Nessas amostras, as células imunomarcadas  estavam presentes no tecido conjuntivo 

(Figura 10B - seta azul) e margeando o cemento radicular  ao longo de toda a extensão da área 

de furca (Figura 10B - seta verde). Foi possível observar também células CD166 positivas 

localizadas no interior do cemento dental (Figura  10B - seta roxa), na parede dos vasos 

sanguíneos (Figura  10C - seta vermelha) e aglomeradas próximas a estes vasos (Figura  10C - 

seta rosa). Também existia a presença de osteócitos CD166 positivos (Figura 10C - seta 

amarela).  Nas duas condições avaliadas (saúde e doença periodontal) as células positivas para 

CD166 apresentavam uma morfologia arredondada  e a imunomarcação estava localizada na 

parede celular.  

 

5.7.3. Imunolocalização para STRO-1 

 A análise dos resultados mostrou imunomarcação positiva para STRO-1 no ligamento 

periodontal das amostras de saúde e doença periodontal (Figura 11A). No grupo saúde, a 

imunomarcação estava presente nas fibras do ligamento periodontal, próximas ao cemento 

radicular (Figura 11A, seta verde), na parede dos vasos sanguíneos (Figuras 11C, seta 

vermelha), em aglomerados celulares localizados na margem da crista óssea alveolar 

próximos aos vasos sanguíneos (Figuras 11C, seta laranja) e em osteócitos (Figuras 11C, seta 

amarela). Na presença da doença periodontal, os resultados também mostraram existir células 

STRO1 positivas ao longo do tecido conjuntivo que ocupava a área de reabsorção óssea 

(Figuras 11B, seta azul), margeando o cemento radicular  ao longo do teto da furca (Figura 

11B, seta verde), na parede dos vasos sanguíneos (Figura  11C - seta vermelha) e aglomeradas 

próximas aos vasos (Figura  11C - seta rosa). As células STRO-1 positivas apresentavam uma 

morfologia oval a arrendodada, com a imunomarcação localizada na parede celular.   
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6 DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como objetivo estudar populações celulares do ligamento 

periodontal identificadas como pericitos, avaliando as suas propriedades como células 

mesenquimais indiferenciadas e, avaliar in vivo a localização dos pericitos/células 

mesenquimais indiferenciadas nos tecidos periodontais saudável e acometidos pela doença 

periodontal inflamatória crônica. Os pericitos são definidos como células que residem na 

interface entre o endotélio e o tecido circunjacente de diferentes tipos de vasos sanguíneos 

(Gerhardt and Betsholtz, 2003). Essas células perivasculares exercem um importante papel na 

angiogênese, atuando como regulador do desenvolvimento, maturação e remodelamento do 

sistema vascular (Gerhardt and Betsholtz, 2003). Também, tem sido sugerido que os pericitos 

possuem a capacidade de migrarem da parede dos vasos sanguíneos para o interior do tecido 

circunjacente em resposta a um processo inflamatório, auxiliando o sistema imune na 

apresentação de antígeno (Balabanov et al., 1999), ou durante a cicatrização tecidual, 

apresentando a capacidade de diferenciarem-se em células específicas, as quais irão sintetizar 

uma nova matriz tecidual  (Sundeberg et al., 1996). 

Em função dessa capacidade dos pericitos migrarem para o interior dos tecidos, tem 

sido sugerido que as células mesenquimais indiferenciadas teriam uma origem perivascular 

(Caplan, 2008, Crisan et al., 2008, Stopp et al., 2013, Espagnolle et al., 2014). Com o intuito 

de avaliar se as células mesenquimais indiferenciadas presentes no ligamento periodontal 

(Seo et al., 2004, Silverio et al., 2010) apresentam origem perivascular, células positivas para 

o marcador de pericito, CD146, foram isoladas e caracterizadas in vitro, e comparadas com as 

células CD146 negativas obtidas dos mesmos doadores.  

Cerca de 20% das células de culturas primárias do ligamento periodontal apresentaram 

positividade para o CD146.  Esse resultado é inferior ao encontado pelo estudo de Zhu et al. 

(2013), o qual obtiveram uma taxa de postividade média de aproximadamente 43%, 

realizando o “cell sorting” com o citômetro de fluxo. Essa diferença de resultados pode estar 

relacionada à técnica de obtenção das células CD146 ±, já que no presente estudo foram 

utilizado microbeads conjugados ao anticorpo anti-CD146 associado à coluna de separação 

magnética. Essa técnica tem se mostrado eficiente para purificação de populações celulares 

específicas (Silverio et al., 2010), porém menos sensível no momento da seleção celular 

comparada ao citômetro de fluxo. Contudo, após a expansão das células PDL-CD146+ e PDL-

CD146-, foi possível verificar pela análise de citometria de fluxo, que 95% das células 

realmente expressavam ou não esse antígeno de superfície, confirmando a purificação das 

populações celulares.   
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Para testar a hipótese de que as células CD146 positivas compartilhavam o fenótipo 

mesenquimal indiferenciado, estas foram avaliadas quanto à expressão de antígenos de 

superfície específicos (CD105, CD166 e STRO1), expressão do fator de transcrição Oct-

4/POU5F1 e potencial para diferenciação em  fenótipos celulares como, osteoblastos e 

adipócitos. Os resultados mostraram que o único marcador de origem mesenquimal 

consistentemente expresso pelas três populações de células PDL-CD146+ positivas foi o 

CD105 ou Endoglin.  Esse dado foi válido também, para as células CD146 negativas. No 

entanto, a taxa de positividade para o antígeno CD105 foi mais elevada entre as células 

CD146+ (≅ 95%) comparada às células CD146- (≅75%).  

 Através da análise dos marcadores CD166 (ALCAM)  e STRO1 foi possível observar 

uma heterogeneidade significativa entre as três populações de PDL-CD146+ e PDL-CD146-. 

As células da população ALP-CD146+ não expressaram o antígeno CD166. Ao mesmo 

tempo, somente as células CD146+ e CD146- da população ALP, expressaram o marcador de 

superfície STRO1, embora a taxa de positividade tenha sido baixa em ambos grupos celulares 

(0,24% e 1,93%, respectivamente).  Estudos prévios que avaliaram a dupla positividade para 

CD146 e STRO1  no pool de células do ligamento periodontal, encontram um resultado 

médio de 2,6 % (Xu et al., 2009) e 2,4% (Alvarez et al., 2015).  Essa taxa de positividade 

mesmo sendo baixa, ainda é superior à observada no presente estudo. No entanto, vale 

ressaltar que, os estudos avaliaram populações celulares distintas (células enriquecidas para 

CD146  versus a população toda do ligamento periodontal), o que pode ter contribuído para 

diferença dos resultados.  

Em relação à expressão dos marcadores de origem endotelial/hematopiético (CD45 e 

CD34), a totalidade de células de ambos grupos,  PDL-CD146+ e PDL-CD146-, foram 

negativas para os dois antígenos. Em concordância com estudos prévios (Crisan et al., 2008, 

Zhu et al., 2013) esse resultado mostra que as células CD146+ constituem um grupo celular 

específico, a qual possui origem perivascular, porém não podem ser consideradas células 

endoteliais ou hematopoiéticas, já que não expressam os respectivos marcadores CD45 e 

CD34. Desta maneira, considerando que essas células expressam os antígenos de superfície 

para CD105, CD166 e STRO1, é possível afirmar que estas expressam fenótipo mesenquimal. 

Uma vez que, as populações PDL-CD146+ e PDL-CD146- foram caracterizadas como 

sendo de origem mesenquimal, o próximo passo do presente estudo consistiu em avaliar a 

multipotencialidade destas células através da expressão do fator de transcrição Oct-4/ 

POU5F1 (POU domain, class 5, transcriptor factor-1)  e do potencial para diferenciação em 

células de linhagem mesodérmica tais como, osteoblastos e adipócitos. Os resultados 
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mostraram que somente as populações celulares PDL-CD146+ foram capazes de formarem 

nódulos mineralizados e sofrerem maturação em fenótipo osteoblástico, confirmado pelo 

aumento da expressão dos genes para RUNX2, ALP e OCN. Após o período de indução  

adipogênica, somente as células da população ALP caracterizada como, CD146+ CD105+ 

STRO1+ CD166- foram capazes de depositar vacúolos de lipídeo e de expressarem níveis 

elevados de RNAm para os dois fatores de transcrição adipogênicos, PPARγ2 e LPL, 

confirmando a diferenciação em células semelhantes a adipócitos.  Adicionalmente, a 

população ALP-CD146+ foi a única a apresentar marcação positiva para o Oct-4/POU5F1,  o 

qual tem sido identificado como um fator de transcrição crítico para manutenção da 

pluripotencialidade e do estado indiferenciado das células tronco embrionárias humanas 

(Huang et al., 2009).    

Dois aspectos são relevantes nesses resultados. Primeiro, a expressão do marcador 

CD146 conferiu às células do ligamento periodontal capacidade para diferenciação 

osteoblástica e segundo, somente as células positivas concomitantemente para os antígenos de 

superfície CD146 e STRO1 e para o fator de transcrição Oct-4/POU5F1, apresentaram a 

característica de multipotencialidade. Desta maneira, estes achados sugerem que, somente a 

população ALP-CD146+ CD105+ STRO1+ CD166- Oct-4+ poderia ser definida como célula 

mesenquimal indiferenciada. A expressão do Oct-4/POU5F1 tem sido investigada em células 

tronco mesenquimais adultas com o intuito de caracterizar fontes de células pluripotentes 

como alternativa às células tronco embrionárias humanas. Os poucos estudos que avaliaram a 

expressão do Oct-4/POU5F1 pelas células do ligamento periodontal verificaram tal como no 

presente trabalho que, as células positivas para Oct-4 apresentam capacidade para 

diferenciação em células de linhagem mesodérmica como, osteoblastos, condroblastoe e 

adipócitos (Huang et al., 2009, Kawanabe et al., 2010,  Silverio et al., 2010). Adicionalmente, 

células PDL-Oct4+ foram capazes de diferenciarem-se em células de origem ectodérmica 

como células semelhantes a neurônios (Huang et al., 2009), mostrando a importância da 

expressão deste marcador na definição da pluripotencialidade celular.      

Em relação aos marcadores de células mesenquimais indiferenciadas, a Sociedade 

Internacional de Terapia Celular definiu como uns dos critérios para identificação das MSCs a 

expressão positiva para CD105 (Dominici et al., 2006). Contudo, os resultados do presente 

estudo sugerem que a pluripotencialidade celular não foi dependente da expressão deste 

marcador, já que todas as populações foram positivamente marcadas para esse antígeno de 

superfície. A Molécula de Adesão Celular Ativada por Leucócito (ALCAM/CD166) é  outro 

antígeno de superfície que vem sendo empregado em conjunto com outros marcadores para 
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caracterização do fenótipo mesenquimal indiferenciado (Silverio et al., 2010, Trubiani et al., 

2010, Saito et al., 2014). Tal como observado para o CD105 (Endoglin), a expressão do 

antígeno CD166 (ALCAM) não foi determinante para conferir a característica de 

pluripotencialidade às populações celulares isoladas no presente estudo, já que as células 

CD46+ /CD166+ apresentaram somente potencial para diferenciação osteoblástica. De fato, 

estudos prévios observaram maior potencial osteogênico em células da medula óssea e do 

ligamento periodontal que expressavam a molécula CD166   (Devlin and Sloan, 2002, Chitteti 

et al., 2013), enquanto que, à indução da expressão do ALCAM pelas células tronco 

embrionárias humanas levou a perda da sua pluripotencialidade (Scavone et al., 2013). 

O STRO-1 tem sido amplamente utilizado na identificação de MSCs, pois a sua 

expressão confere às células capacidade clonogênica e de plasticidade . Além disso, células 

STRO-1 positivas apresentam maior potencial para diferenciação osteogênica e adipogênica, 

tal como observado na população ALP-CD146+ do presente estudo (Simmons and Torok-

Storb, 1991, Dennis et al., 2002). Em relação ao antígeno CD146 ou conhecido também, 

como MCAM (melanoma cell adhesion molecule), Kang et al. (2006), mostraram que o 

knockdown do gene CD146 induzia a uma supressão da migração e proliferação de células 

perivasculares para o interior da matriz extracelular e consequentemente, uma redução na 

formação de novos vasos sanguíneos. Em células da medula óssea de humanos, o 

silenciamento do gene CD146 levou a uma redução significativa da atividade metabólica, da 

proliferação e da migração celular (Stopp et al., 2013). Adicionalmente, esses autores 

observaram uma supressão da atividade da fosfatase alcalina, da capacidade de formação de 

nódulos mineralizados e de vacúolos de lípideo, quando essas células foram cultivadas sob 

condições osetogênicas e adipogênicas (Stopp et al., 2013). Em conjunto, esses dados 

sugerem uma forte relação da expressão da proteína CD146 (MCAM) com o perfll de 

multipotencialidade das células mesenquimais indiferenciadas além, de ser uma molécula 

importante para promover a angiogênese durante a cicatrização tecidual.  

O antígeno de suprefície CD146 (MCAM) não é a única proteína utilizada para a 

caracterização de pericitos. Outros dois marcadores, o neural/glial antígeno 2 (NG2) e o 

CD140b/PDGFR-β (receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas),	
   também 

tem sido utilizados na identificação de células perivasculares (Gerhardt and Betsholtz, 2003, 

Crisan et al., 2008, Iwasaki et al., 2013). No presente estudo, a identificação e isolamento dos 

pericitos do ligamento periodontal  foi realizada com base somente na expressão do CD146. 

Isto por quê, de acordo com o estudo de Crisan et al. (2008), os quais identificaram a 
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distribuição nativa das células CD146+ em diferentes tipos teciduais (músculo, pâncreas, 

tecido adiposo e placenta), todas as células perivasculares CD146+ expressaram também, o 

NG2 e o CD140b. Além disso, esses autores observaram que, independente da origem 

tecidual, somente as células CD146 positivas apresentavam in vitro as características de 

células tronco mesenquimais comparadas as células CD146 negativas.  

Empregando o modelo de doença periodontal experimental em ratos, a distribuição de 

células CD146, CD166 e STRO1 positivas foram avaliadas na região da furca dos primeiros 

molares, após os períodos de 3 e 14 dias de indução da doença e comparada com o lado 

controle (saúde periodontal). Os resultados da imunohistoquímica mostraram a presença de 

células positivas para os três antígenos de superfície, distribuídas no interior do ligamento 

periodontal, próximas ao cemento radicular, na região do defeito de furca e nos nichos 

perivasculares, independente do período de observação. Além disso, os dados mostraram uma 

maior abundância de células CD166 e STRO1 positivas nos dentes acometidos pela doença 

periodontal comparados ao grupo controle (saúde) localizadas principalmente, nas áreas 

adjacentes ao cemento radicular. Esses resultados corroboram com o estudo realizado por 

Chen et al. (2006), os quais observaram uma maior proporção de células STRO1+ e CD146+ 

distribuídas no ligamento periodontal de dentes humanos extraídos devido à periodontite 

avançada comparados com aqueles extraídos por razão ortodôntica.  

Analisando em conjunto os dados in vitro e in vivo do presente estudo, é possível 

sugerir que as células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal possuem 

origem na região perivascular porém, nem todo pericito será uma célula progenitora de uma 

MSC. Ainda, é possível supor que o processo inflamatório induza a um aumento do número 

de células mesenquimais indiferenciadas na região do defeito periodontal, as quais podem ser 

resultantes da proliferação de células já residentes nos tecidos periodontais e que tiveram 

origem na região perivascular. Entretanto, para elucidar melhor a origem das MSC durante o 

processo de progressão da doença periodontal, é importante como próximo passo do estudo, 

realizar a co-localização in situ, dos marcadores mesenquimais e para pericito, a fim de 

determinar se as células CD166 e STRO1 correspondem as células perivasculares que 

expressam CD146.    
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7 CONCLUSÃO 

 

Com base no resultados do presente estudo, pode-se concluir que: 

1) O ligamento periodontal de humanos abriga células CD146 positivas, as quais 

expressam pelo menos, dois tipos de marcadores para células de origem mesenquimal 

(CD105 e STRO-1 ou CD105 e CD166); 

2)  As células CD146 positivas apresentam potencial para diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica. No entanto, somente as células que expressam 

concomitantemente os antígenos de superfície CD146 e STRO-1, e o fator de 

transcrição Oct-4/POU5F1 apresentam a característica de multipotencialidade, 

podendo ser classificadas como mesenquimais indiferenciadas; 

3) As células do ligamento periodontal identificadas como CD146 negativas, mesmo 

expressando marcadores mesenquimais, não possuem a característica de 

multipotencialidade, uma vez que não apresentaram diferenciação em fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico e adipogênico; 

4) Células imunomarcadas para os antígenos CD146, CD166 e STRO-1 encontram-se 

distribuídas no osso alveolar, no ligamento periodontal, no cemento radicular e no 

espaço perivascular dos dentes com saúde e doença periodontal.  
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ANEXO 2 - Aprovação do Comitê de Ética para Pesquisas em Animais 

 


