N

'4.\'. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

MERCIA JUSSARA DA SILVA CUNHA

IDENTIFICACAO DE PERICITOS NO LIGAMENTO
PERIODONTAL E SUA CARACTERIZACAO COMO CELULAS
MESENQUIMALIS INDIFERENCIADAS

Piracicaba
2016



MERCIA JUSSARA DA SILVA CUNHA

IDENTIFICACAO DE PERICITOS NO LIGAMENTO
PERIODONTAL E SUA CARACTERIZACAO COMO CELULAS
MESENQUIMAIS INDIFERENCIADAS

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia
de Piracicaba da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos
para a obtencdo do titulo de Doutora em

Clinica Odontolégica, na Area de Periodontia.

Orientadora: Profa. Dra. Karina Gonzales Silvério Ruiz

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA ALUNA
MERCIA JUSSARA DA SILVA CUNHA E
ORIENTADA PELA PROFA. DRA. KARINA
GONZALES SILVERIO RUIZ.

Piracicaba
2016



Agéncla(s) de fomento e n°(s) de processo(s): FAPESP, 2014/14472-4; CNPq,
400157/2013-8

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Heloisa Maria Ceccotti - CRB 8/6403

Cunha, Mércia Jussara da Silva, 1986-

Co14i Identificacdo de pericitos no ligamento periodontal € sua caracterizacdo
como cé€lulas mesenquimais indiferenciadas / Mércia Jussara da Silva Cunha. —
Piracicaba, SP : [s.n.], 2016.

Orientador: Karina Gonzales Silvério Ruiz.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Odontologia de Piracicaba.

1. Células-Tronco. 2. Ligamento Periodontal. 3. Pericitos. |. Ruiz, Karina
Gonzales Silvério,1976-. II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. llI. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro Idloma: Identification of pericytes in periodontal ligament and
characterization as mesenchymal stem cells
Palavras-chave em Inglés:

Stem Cells

Periodontal Ligament

Pericytes

Area de concentracio: Periodontia

Titulacao: Doutora em Clinica Odontolégica

Banca examinadora:

Karina Gonzales Silvério Ruiz [Orientador]

Bruna Rabelo Amorim

Ruthiné&ia Dibgenes Alves Uchda Lins

Denise Carleto Andia

Francisco Humberto Nociti Junior

Data de defesa: 06-10-2016

Programa de Pos-Graduacao: Clinica Odontolégica



()
é"’é UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
‘5.:’ Faculdade de Odontologia de Piracicaba

UNICAMP

A Comissac Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de Doutorado em sessao publica
realizada em 06 de Outubro de 2016, considerou a candidata MERCIA JUSSARA DA SILVA
CUNHA aprovada.

PROF®. DR®. KARINA GONZALES SILVERIO RUIZ
PROF2. DR?® BRUNA RABELO AMORIM
PROF?® DR? RUTHINEIA DIOGENES ALVES UCHOA LINS
PROF2. DR?. DENISE CARLETO ANDIA

PRCF. DR. FRANCISCO HUMBERTQ NOCITI JUNIOR

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no processo de vida
académica do aluno.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, por estar sempre presente, por toda forga e coragem, por ter

colocado pessoas tdo especiais em meu caminho, por iluminar meus pensamentos € guiar
meus sonhos.

“O coracao do homem traca o seu caminho, mas o Senhor lhe dirige os passos.”

(PV. 16:9)

Ao meu pai José Noberto, que partiu durante esta caminhada, deixando muita saudade em
meu coragdo. Tenho certeza, que estds ao lado do Pai Celestial, zelando e intercedendo por
mim. Obrigada por todo carinho e incentivo. Obrigada por me ajudar a compreender o tempo
de Deus para cada coisa na vida.

Quer saber quanto custa uma saudade
tenha amor, queira bem e viva ausente.

A saudade de alguém que foi embora

de um amigo, de um amor, de um parente
de alguém que ndo estd mais entre a gente
com o peito adoentado a alma chora

feito gripe que de noite s6 piora

uma dor maior que 20 “dor” de dente
judiando “inté” do cabra mais valente
sem sentir pena, do, nem piedade

Quer saber quanto custa uma saudade
tenha amor, queira bem e viva ausente.
Tanto amor no meu peito estocado
esperando por vocé que ja partiu

tdo depressa, nem sequer se despediu

vez por outra, eu me pergunto agoniado:
se a saudade mora mesmo no passado,
por que € que ela vive tdo presente?
(Braulio Bessa)

A minha mde Maria José, por conhecer todos os meus defeitos e mesmo assim, me amar
incondicionalmente. Pela paciéncia que teve em me mostrar a importancia do estudo. Por todo
incentivo, decisivo na minha formagao profissional. Por ser a forca que me mantem de pé nos
momentos de inseguranca.

Ao meu avo José Jodo e a minha avo Luzia, pelo incentivo e, sobretudo, pelas oragdes durante
os momentos mais importantes desta caminhada.

A minha irma Bianca, por me mostrar que com determinacdo se vai longe. Por me ensinar a
sonhar alto e ndo se abater com os obstaculos.

As minhas sensacionais sobrinhas Leticia e Isadora, por me fazer rir feito boba a cada
aprendizado. Por encher o meu coracdo de alegria.



A todos os meus familiares: tios, tias, primos e primas, pela confianga depositada. Obrigada
por compreenderem minha auséncia e por me incentivarem sempre.

A Profa. Dra. Karina Gonzales Silvério Ruiz, minha querida orientadora, por ter acreditado
em mim e ter me aberto as portas. Por me acolher nos momentos de duvidas, por tentar me
transmitir toda sua sabedoria e tranquilidade. Pela paciéncia e disponibilidade em me ensinar
e tentar fazer com que eu entendesse coisas que antes pareciam impossiveis. Por me ajudar a
ser uma profissional mais competente. Todo carinho, dedicacdo e humildade transmitida ao
longo destes anos de convivéncia serdo ensinamentos que levarei para sempre. Obrigada pela
confianga e sobretudo paciéncia.

“Uns sdo homens, alguns sdo professores, poucos sdo Mestres. Aos primeiros, escuta-se; aos
b b

segundos, respeita-se; aos ultimos, segue-se.”

(Raquel Eckert)

Ao Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Junior, pela atencdo que sempre teve comigo, pelo
incentivo constante, por me mostrar que eu posso fazer mais e melhor sempre. E acima de
tudo, por me permitir desfrutar de tamanha experiéncia e sabedoria.

“Se pude ver mais longe, foi porque subi nos ombros de um gigante.”
(Isaac Newton)

Enfim, & todos os professores da Area de Periodontia da FOP-UNICAMP: Prof. Dr. Ant6nio
Wilson Sallum, Prof. Dr. Enilson Antonio Sallum, Prof. Dr. Marcio Zaffalon Casati ¢ o Prof.
Dr. Renato Corréa Viana Casarin, pela convivéncia agradavel e por compartilharem de seus
conhecimentos para meu aprimoramento profissional.

A Profa. Dra. Denise Carleto Andia, pela prontiddo, disponibilidade e coloboragio com o
enriquecimento do nosso trabalho, pela solicitude em esclarecer qualquer duvida, pelo
convivio harmonioso e pelo exemplo de amor a profissdo. Muito Obrigada!

A Profa. Dra. Bruna Amorim, pelo exemplo de profissionalismo e dedicacio cientifica, pela
tranquilidade que transmite, pela disponibilidade e ajuda nos protocolos e reacdes de
imunofluorescéncia. Muito Obrigada!

Ao Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes, da Area de Histologia por nos abrir as portas e possibilitar
a utilizag¢do dos laboratérios e microscopios para aquisicdo das imagens desse trabalho.

Prof. Dr. José Francisco Hofling da Area de Microbiologia e Imunologia por nos possibilitar a
utilizagdo dos laboratorios.

Ao adoravel Prof. Dr. Eduardo Gomes Seabra da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, por despertar em mim o interesse pela Periodontia.



A querida Profa. Dra. Léda Bezerra Quinderé da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, minha primeira orientadora e que tanto contribuiu para que hoje eu estivesse aqui. A
senhora ¢ um exemplo de dedicagdo a vida académica e certamente me inspirou a seguir este
caminho. Té-la como orientadora foi um presente de Deus. Muito obrigada!

“Um professor influi para a eternidade; nunca se pode dizer até onde vai sua influéncia.”
(Henry Brooks Adams)

A Profa. Dra. Isana Alvares Ferreira, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, € ao
amigo José Sérgio Maia Neto, por confiar no meu trabalho, me incentivar e guiar meus
primeiros passos na pés-graduacao.

As poés-doutorandas: Dra. Cristiane Ribeiro Salmon, por ter gentilmente me ensinado a
técnica de perfusdo transcardiaca utilizada nesse trabalho, ter me ajudado na interpretagdo e
melhor apresentacdo das imagens histologicas, assim como tantas outras ajudas e
contribuigdes dadas para o enriquecimento deste trabalho; Dra. Luciane Martins, por esta
sempre presente e disposta a ajudar; e a Dra. Samira Sameron, que chegou recentemente e
logo tornou-se querida. Obrigada pela amizade sincera, pelo companheirismo, pela
disponibilidade de sempre e pelas contribui¢des que fez para o enriquecimento do nosso
trabalho.

A Mariana Fugolin, técnica do Laboratério de Periodontia, pela contribuigio no
processamento histologico, pelas conversas agradaveis, pelas palavras de incentivo, por toda
colaborag¢do e disponibilidade. Sua ajuda foi fundamental para a realizag@o deste trabalho.

As queridas funcionarias do Departamento de Protese e Periodontia, Regina Caetano e Eliete
Marin, pelo esforco em me ajudar sempre, pela torcida, por toda a atencdo e forma carinhosa
com que sempre me trataram.

Aos técnicos do laboratorio de Histologia, Dr. Adriano Luis Martins, por ser sempre tao
solicito e Dra. Flavia Sammartino, pela disponibilidade de sempre, pela troca de
conhecimentos e por toda colaboracdo na aquisicdo e interpretacdo das imagens desse
trabalho.

Ao técnico do laboratorio de Patologia, Dr. Fabio pela imprescindivel colaboracdo nas
analises de Citometria de Fluxo.

Aos funciondrios do biotério, em especial 8 Wanderlei Francisco Vieira, por cuidar dos meus
animais.

A Ana Paula, secretaria da pos-graduacio, pela prontidio e disponibilidade em resolver as
questdes por mim solicitadas.



A toda minha turma de doutorado, Ana Regina Moreira, Camila Camarinha, Jodo Paulo
Sangiorgio, Miki Saito, Mayra Albiero, Tiago Taiete, Tiago Tarbes e Viviene Barbosa,
agradeco pelo convivio harmonioso, pelas experiéncias vividas, pelo apoio e incentivo que
sempre me deram. Cada um de vocés tem uma parcela de contribui¢do na minha formacao
pessoal e profissional. Em especial, a Camila Camarinha, por tornar esse caminho mais leve;
a Mayra Albiero, por toda a ajuda no laboratdrio, pela experiéncia transmitida, pela paciéncia
e pelo tempo gasto auxiliando em meus experimentos; a Miki Saito e Tiago Taiete, pessoas
de coragdo enorme. Obrigada por se fazerem presentes em tantos momentos importantes desta
caminhada, sempre dispostos a ajudar e me acalmar, por partilharem das minhas duvidas, me
ouvirem e me aconselharem. A amizade de vocés me faz muito bem.

A Viviene Santana Barbosa, amiga que conquistei desde a prova de selego para o doutorado,
companheira fiel nesta caminhada. Obrigada por toda ajuda com os animais, por me ensinar a
instalar as ligaduras e principalmente, obrigada pelo ombro amigo e incentivo, mesmo quando
partilhdvamos das mesmas dlvidas, anglstias e medos. Obrigada por ndo me deixar
desanimar e por acreditar que, juntas, poderiamos superar as dificuldades e alcancar os nossos
sonhos.

A todos os amigos das outras turmas de doutorado ¢ mestrado da Area de Periodontia da
FOP-UNICAMP: Ana Livia Fileto, Guilherme Henrique Oliveira, Isabela Franca, Mabelle
Monteiro, Marcela Di Moura, Amanda Bandeira, Elis Regina, Fernanda Felix, Manuela
Rocha, Rafaela Videira, Rahyza Freire e Thiago Bueno, agradeco pelo convivio harmonioso,
pelas experiéncias compartilhadas, pelas conversas e torcida de sempre. Em especial, a
Guilherme Henrique Oliveira, amigo desde a época que morei em Bauru, companheiro
inseparavel. Obrigada pelas aventuras, pela boas risadas, pela companhia e por guiar os meus
primeiros passos dentro do laboratorio.

A Larissa Miranda, bolsista de iniciag@o cientifica, pessoa especial sempre disponivel para
ajudar no desenvolvimento deste trabalho. Obrigada por me ensinar a transmitir o pouco do
meu conhecimento.

N

A amiga Lais Alcantara Pires, pela amizade sincera, pelas boas risadas, conselhos e
motivagdo. Por esta ao meu lado em todos os momentos nao importando a distancia.

A todos os meus amigos da turma de especializagio no Hospital de Reabilitagio de
Anomalias Craniofaciais — Centrinho USP Bauru, Camila Camarinha, Débora Amgarten,
Mariana Monteiro, Paula Pessda, Rander Macedo, Gabriela Natalicio e Vitor Garcia, pelo
exemplo de unido, pelos momentos prazerosos de aprendizado, de reflexdo e de crescimento.
Por partilharem duvidas, dificuldades, alegrias e, sobretudo sonhos. Obrigada por mesmo de
longe me incentivarem tanto e por tornarem os meus dias mais leves. Guardarei para sempre
os momentos vividos!

Ao inesquecivel “G8”: Ana Clara Soares, Cecilia Schiefler, Brunna Moreira, Emanuelle
Vieira, Luciana Jacome, Lucila Sarmento e Sofia Mariz, um dos maiores presentes que a
Graduacdo em Odontologia me deixou. Por torcerem tanto pelo meu sucesso, vibrarem com
as minhas conquistas e por entender minhas visitas cada vez menos frequentes. E muito bom
permanecer ligada a vocés, mesmo que a quilometros de distdncia, compartilhando as
alegrias, anseios, duvidas e conquistas. Vocés estdo em meu coragao!



A todos os pacientes que atendi ou acompanhei durante essa jornada, em especial aos que
doaram os dentes utilizados nessa pesquisa. A estas pessoas que ndo fazem idéia do quanto
nos ensinam a cada dia com suas histérias, suas vidas, seus cora¢des. E muito bom fazer algo
por eles, mas o que eles fazem por nos ¢ ainda melhor.

Aos animais utilizados nessa pesquisa, por cederem o bem mais precioso para que isto se
tornasse concreto, a vida.

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas, na pessoa
do seu Diretor, Prof. Dr. Guilherme Elias Pessanha Henriques. Agradeco por ter me acolhido
e ter sido minha segunda casa durante esses trés anos e meio, me proporcionando
enriquecimento pessoal, profissional e agora um titulo que eu ndo imaginava um dia
conseguir.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo apoio
financeiro via auxilio pesquisa (400157/2013-8).

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo apoio financeiro
via bolsa de doutorado (2014/ 14472-4).

Por fim, a todos aqueles que, direta ou indiretamente, fizeram parte dessa histéria e
contribuiram para concretizagao deste sonho.

Muito obrigada!



“ Dificilmente esquecemos um periodo da vida que exigiu de nds um grande sacrificio.
Aquilo, na verdade, passou. Mas nada restou? Coragem, alegrai-vos! Ficou para vos o santo e
puro merecimento. O sacrificio passou, mas os merecimentos estdo 14, belos, resplendentes,
gloriosos, diante do olhar de Jesus, para serem transformados, um dia, numa coroa de pedras
preciosas. Diga-se o0 mesmo de cada sacrificio grande ou pequeno que se suporta, todos os
dias, a cada hora ¢ minuto.”

Madre Clélia Merloni



RESUMO

Nao estd claro na literatura que as células do ligamento periodontal (PDL),
caracterizadas como células mesenquimais indiferenciadas (MSC), correspondem as mesmas
populacdes celulares identificadas como pericitos. Além disso, ndo existem evidéncias a
respeito da distribuicdo destas células nos tecidos periodontais saudaveis e acometidos pela
doenca periodontal inflamatoria cronica (DPIC). Sendo assim, este estudo teve como
objetivos: 1) isolar e caracterizar fenotipicamente populagdes de pericitos provenientes do
PDL de humanos e 2) avaliar a distribuicdo dos pericitos/MSC nos tecidos periodontais
saudaveis e acometidos pela DPIC. Para isso, populagdes de pericitos (células CD146") foram
purificadas a partir de trés populagdes celulares do PDL e as porg¢des positivas e negativas
foram caracterizadas quanto: 1) fenotipo mesenquimal indiferenciado (expressdo dos
marcadores CD105, CD166, STRO-1 e OCT-4) e fendtipo endotelial’/hematopoiético
(expressdo dos marcadores CD34 e CD45) pela citometria de fluxo, 2) expressdo do
OCT4/POUSF1 pela imunocitoquimica e 3) potencial para diferenciacdo em fendtipo
osteoblastico (ensaio de mineralizagdo pelo vermelho de alizarina e expressdo dos genes para
RUNX-2, ALP e OCN pelo PCRq) e adipogénico (coloracdo do oil red O e expressdo dos
genes para PPARy2 e LPL). Para determinar o padrio de distribui¢io das células CD146",
CDI166", STRO-1" nos tecidos periodontais, foi utilizado um modelo in vivo de indugdo
experimental de DPIC, inserindo ligaduras de algoddo subgengivalmente, no 1° molar inferior
de 20 ratos Wistar machos. O molar contralateral serviu de controle (saudavel). Apos os
periodos de 3 e 14 dias, os animais foram sacrificados, suas mandibulas foram processadas e
cortes histologicos foram analisados por histometria e imunohistoquimica. A analise de
citometria de fluxo confirmou a eficiéncia da separacdo 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 populagdes PDL-CD146" ndo
expressou o marcador CD166, contudo foi a Uinica a expressar o STRO-1 e o fator de
transcrigio OCT4/POUSF 1. Todas populagdes celulares PDL-CD146" apresentaram potencial
de diferenciacdo osteobléstica/cementobldstica com aumento significativo da expressdo de
RUNX2, ALP e OCN (p < 0,05), o que nao ocorreu nas populacdes celulares PDL-CD146'.
Quando submetidas a diferenciagdo adipogénica, somente a populagio PDL-CD146" CD105"
CD166" STRO1" OCT4" foi capaz de diferenciar-se em células semelhantes a adipocitos,

mostrando aumento significativo na expressdo de genes especificos (LPL e PPARY2) (p <



0,05). Avaliando o padrdo de distribuicdo das células CD146", CD166" ¢ STRO-1", observa-
se que elas apresentam-se distribuidas na regido do ligamento e tecido conjuntivo, proximas
ao cemento radicular e tecido 6sseo. Também foram visualizadas na parede dos vasos
sanguineos e aglomeradas proximas a eles, dando indicios de que estes possam ser seus
nichos. Os achados deste estudo mostraram que somente as células que expressam
concomitantemente os antigenos de superficie CD146 e STRO-1 e o fator de transcricdo
OCT4/POUSF1 sao capazes de diferenciarem-se em osteoblastos e adipocitos. As células
PDL-CD146™ ndo possuem a caracteristica de multipotencialidade. Células imunomarcadas
para os antigenos CD146, CD166 e STRO-1 encontram-se distribuidas no PDL e no espago

perivascular dos dentes com saude e doenga periodontal.

Palavras-chave: C¢lulas-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/POUSF1 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 PPARy2 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/POUSF1. 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" CDI105"
CD166" STRO1"™ OCT4" was able to differentiate into adipocyte-like cells, showing a
significant increase in the expression of specific genes (LPL e PPARy2) (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/POUSF 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.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria que se caracteriza pela perda
progressiva dos tecidos periodontais de suporte e consequente esfoliacdo do dente, quando
ndo tratada (Loe et al., 1986, Seo et al., 2004, Chen et al., 2016). Considerada uma das
doencgas infecciosas mais prevalentes e a principal causa de perda dentdria (Hugoson and
Jordan, 1982, Seo et al., 2004, Chen et al., 2010, Chen et al., 2016), a doenca periodontal ¢
uma grande preocupagdo para pacientes e cirurgides dentistas do sistema publico e privado de
satde (Chen et al., 2012).

Diversas modalidades terapéuticas tém sido utilizadas visando a regeneracdo dos
tecidos periodontais perdidos com a progressdo da doenca. Dentre elas pode-se destacar as
técnicas de enxertos Osseos de diferentes origens, moléculas bioativas (como fatores de
crescimento e proteinas derivadas da matriz do esmalte) e a regeneracdo 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 combinagao,
apresentam limitagdo em alcancar uma regeneracdo completa e previsivel, especialmente em
defeitos periodontais avancados (Chen et al., 2016, Santamaria et al., 2016).

Sabe-se hoje que o sucesso da terapia regenerativa depende da migracao e proliferagdo
de células mesenquimais indiferenciadas (MSC) remanescentes na area do defeito,
acompanhada pela subsequente diferenciacdo em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos,
e pela sintese de componentes da matriz tecidual (Bartold et al., 2006). Recentemente, estudos
mostraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes e deciduos abriga populagdes
celulares com caracteristicas MSC, as quais expressam marcadores de superficie especificos
tais como, CD105 (Endoglin), CD166 (ALCAM), CD73 e STRO1. Em condi¢des apropriadas
de cultura, essas células tém se mostrado capazes de diferenciarem-se em um fendtipo
osteoblastico/cementoblastico, adipogénico e condrogénico (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,
formacdo ectopica de uma estrutura tecidual semelhante ao cemento dental e ligamento
periodontal (Seo et al., 2004). Entretanto, até o0 momento, ndo existem evidéncias concretas a
respeito da distribui¢do natural destas células nos tecidos periodontais. Alguns estudos
sugerem que as MSC estariam localizadas na regido perivascular dos vasos sanguineos 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 especificos para pericitos
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(ex.CD146/MUC18/MCAM), os quais sdo definidos como pequenas células alojadas na
regido 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 caracterizagdo in vitro das MSC ¢ realizada considerando a expressdo de um
conjunto de marcadores de superficie. Desta maneira, parece plausivel a necessidade de
empregar outros marcadores de fendtipo mesenquimal indiferenciado e avaliar a co-expressao
destes marcadores com um marcador especifico para pericito, a fim de se definir a real
distribuicdo das MSC nos tecidos periodontais.

Além de conhecer o nicho natural das MSC no ligamento periodontal ¢ de grande
importancia elucidar o impacto da doenca periodontal inflamatéria cronica (DPIC) sobre as
propriedades biologicas destas células, tendo em vista que a regeneracdo dos tecidos
periodontais depende da presenca de MSC vidveis e proliferativas no interior dos tecidos
remanescentes. Na area médica, estudos tem mostrado uma influéncia direta do processo
inflamatorio cronico sobre as propriedades biologicas das células-tronco. Em pacientes
portadores de doenca coronariana crdnica (angina estavel) tem sido observada uma maior
mobilizacdo de células progenitoras do tipo CD34" (células-tronco hematopoiéticas)
comparado aos pacientes saudaveis (Gaspardone et al., 2006). Na presenca de um processo
inflamatorio cronico cerebral induzido em modelo animal através da inje¢ao de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e interferon-©), Pluchino et al. (2008) mostraram haver um
comprometimento significativo da migragado, proliferacdo e da plasticidade das células-tronco
da zona subventricular. Wei et al. (2016) mostraram em cultura de células da medula 6ssea de
ratos, que a capacidade de sobrevivéncia e a migracdo das MSC foi significativamente inibida
pelo TNF-a.

Avaliando o potencial regenerativo de células mesenquimais indiferenciadas isoladas
de polpa dental inflamada, Alongi et al. (2010) observaram que o processo inflamatdrio
pulpar comprometeu a capacidade de divisdo celular, de diferenciacdo e o potencial para
forma¢ao de matriz mineralizada in vitro. Park et al. (2011) isolaram e caracterizaram MSC
de PDL, saudavel e inflamado, ¢ observaram uma menor formagao de nodulos minerais e uma
maior capacidade migratdria das células do PDL inflamado. Diante disso, se faz necessario
uma melhor elucidagdo a respeito da localizagdo das MSC nos tecidos periodontais saudaveis
e do impacto do processo inflamatério periodontal cronico sobre a mobilizagdo 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 caracteriza-los como sendo ou nao,

MSC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Periodontite e regeneracao periodontal

Qualquer doenga hereditaria ou adquirida dos tecidos que envolvem e suportam os
dentes (periodonto) pode ser definida como uma doenca periodontal. Estas doencas podem ser
de origem do desenvolvimento, inflamatoria, traumatica, neoplasica ou genética (Armitage,
2004). No entanto, o termo ‘“doenca periodontal” geralmente refere-se as desordens
inflamatorias mais comuns, gengivite e periodontite, que sdo causadas por biofilme bacteriano
(Armitage, 2004, Pihlstrom et al., 2005). Gengivite, a forma mais branda da doenca
periodontal, ¢ uma inflamagdo gengival sem perda dos tecidos de insercdo, facilmente
reversivel com uma boa higiene oral (Pihlstrom et al., 2005). Ja& a periodontite, causa
destruicdo progressiva e alteragdes patologicas nos tecidos periodontais de suporte, podendo
levar a perda dentaria quando ndo tratada (Loe et al., 1986, Seo et al., 2004, Chen et al.,
2016). Considerada uma doenga altamente prevalente, ¢ a principal causa de perda dentéaria
em adultos (Hugoson and Jordan, 1982, Seo et al., 2004, Chen et al., 2010, Chen et al., 2016)
e uma grande preocupagdo para o sistema publico de saude odontoldgica (Seo et al., 2004,
Chen et al., 2012).

Controlar a inflama¢do induzida pelas bactérias periodontopatogénicas a fim de
restabelecer a saude periodontal, permitindo a preservagdo do dente e do sistema mastigatorio
como um todo, é o principal objetivo da terapia periodontal. Uma vez que o aspecto
inflamatorio da doenca esteja controlado, a meta ¢ a corregdo de defeitos anatomicos e a
regeneracdo dos tecidos periodontais perdidos (Ivanovski, 2009). No entanto, estruturas
intrinsecas do periodonto fazem da regeneragdo periodontal um processo extremamente
complexo (Silverio et al., 2010, Hynes et al., 2012). Terapias mecanicas convencionais (ndo
cirirgica ou cirurgica) falham em restaurar as estruturas de suporte perdidas com a progressao
da doenca (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 terapéuticas mais eficazes
para esta condi¢ao (Lin et al., 2009).

Desde a década de 80, diversas abordagens terapéuticas tém sido utilizadas na
tentativa de promover regeneragdo periodontal, dentre elas pode-se destacar a utilizagdo de
enxertos ou substitutos 6sseos, regeneracao tecidual guiada (RTG), uso de proteinas 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 combinag¢do, apresentam limitacdo em alcancar uma regeneragdao completa e previsivel,



20

especialmente em defeitos periodontais avancados (Chen et al., 2016, Santamaria et al.,
2016). Fatores como o padrdo de higiene oral, caracteristicas morfologicas dos defeitos
periodontais e condigdes sistémicas e comportamentais (diabetes e tabagismo) do paciente
podem influenciar no sucesso da regenera¢ao (Kornman and Robertson, 2000, Reynolds et al.,
2010). Sabe-se hoje que, além de condi¢des relacionadas ao paciente, o ponto chave para o
sucesso da terapia regenerativa depende do recrutamento e proliferacio de MSC
remanescentes na darea do defeito, acompanhada pela subsequente diferenciacdo em
osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e pela sintese de componentes da matriz tecidual
(Bartold et al., 20006).

Neste contexto, a aplicagdo da engenharia tecidual tem surgido como uma nova
proposta na busca da regeneracdo dos tecidos periodontais, baseando-se em conceitos de
biologia celular, molecular e engenharia de biomateriais, pela interagdo entre basicamente trés
elementos-chave: células, moléculas de sinalizacdo e arcabougos, com o objetivo de aumentar
a previsibilidade de obten¢do de regeneragdo periodontal e também de ampliar as indicagdes

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

Células mesenquimais indiferenciadas na regeneracao tecidual

As MSC sdo candidatas promissoras para a engenharia tecidual devido as suas
caracteristicas peculiares de autorrenovagdo ilimitada e diferenciagdo em diversos tipos
celulares (Fischbach and Fischbach, 2004, Mo et al., 2016). Dessa forma, muitos estudos tém
sido realizados para identificar, isolar e compreender os seus aspectos biologicos.

Baseando-se na sua origem, essas células podem ser classificadas em células tronco
embriondrias quando isoladas nas primeiras fases da embriogénese, ou como células tronco
adultas, quando isoladas de tecidos pds-natais (Kim et al., 2012, Zhang et al., 2012).
Friedenstein et al. (1966, 1970) foram os primeiros a isolar a partir de medula Ossea de
roedores, células fibroblastoides formadoras de colonias 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 ndo somente da medula dssea,
mas também a partir de tecido adiposo (Zuk et al., 2002), placenta (Igura et al., 2004), cordao
umbilical (Rogers and Casper, 2004), fluido amnidtico (Tsai et al., 2004), misculos (Asakura
et al., 2001), tendao (Salingcarnboriboon et al., 2003), pele (Toma et al., 2001), polpa dentaria
(Shi and Gronthos, 2003) e ligamento periodontal (Seo et al., 2004), em suma, de quase todos
os tecidos pds-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
minimos para definir MSC humanas. Dessa forma, as células precisam: 1) ser aderentes ao
plastico, quando cultivadas em meio padrdo em placas de cultura; 2) expressar os marcadores
de superficie CD105, CD73, CD90; 3) e ndo expressar os marcadores CD45, CD34, CD14,
CD79a ¢ HLA-DR; e 4) serem capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos in vitro. Estes critérios tornaram-se base para a caracterizagao adicional destas
células. Entretanto, o painel proposto de anticorpos ndo identifica exclusivamente MSC em
compara¢do com outras células. A melhor identificagcdo das MSC ¢ feita através do fendtipo
da superficie em conjunto com os outros critérios funcionais, de acordo com o estado atual do
conhecimento (Dominici et al., 2006).

Atualmente, outros marcadores também sdo utilizados durante o processo de
caracterizagdo de MSC. O CD166, também conhecido como Molécula de Adesdo Celular
Ativada por Leucocito (ALCAM), ¢ uma proteina transmembrana € um membro da
superfamilia das imunoglobulinas (van Kempen et al., 2001, Sun et al., 2015). Foi
inicialmente identificado como ligante para para CD6, um receptor da superficie celular de
linfocitos T (Bowen et al., 1995). Além de mediar ligacdes heterofilicas (ALCAM-CD6)
medeia também ligagdes homofilicas (ALCAM-ALCAM) (van Kempen et al., 2001) . E
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 Antigeno-1 Precursor do Estroma (STRO-1) é um antigenio de superficie celular
expresso em cerca 10 a 20% dos elementos presentes no estroma de medula dssea humana, o
que inclui unidades formadores de coldnias e eritrocitos, mas ndo ¢ expresso em células
progenitores hematopoiéticas (Psaltis et al., 2010). Considerado um marcador de células
precursoras mesenquimais por ter sido ligado a clonogenicidade e plasticidade dessas células
(Gronthos et al., 1994, Dennis et al., 2002, Stewart et al., 2003), tem sido amplamente
utilizado na identificagdo de MSC, estando relacionado com a diferenciacdo osteogénica e
adipogénica (Fujii et al., 2008, El-Sayed et al., 2015).

Em uma revisdo sistematica com 29 estudos sobre marcadores de superficie 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. Ja o marcador mais frequentemente reportado como negativo nas MSC foi o
CD34, seguido dos marcadores CD14, CD45, CD11b, CD49d, CD106, CD10 ¢ CD31. A
literatura relata ainda que a expressdo dos fatores de transcricio OCT-4, SOX-2 e NANOG,
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conferem a estas células as propriedades de auto-renovagdo e pluripoténcia (Huang et al.,
2009, Matic et al., 2016).

Esta diversidade de descri¢do dos marcadores de MSC demonstra que, na realidade, as
MSC compreendem uma populacdo de células heterogénea e em diferentes estagios de
comprometimento com determinadas linhagens celulares (Stewart et al., 2003, Rada et al.,
2011, Wang et al., 2011). Afim de identificar grupos menos heterogéneos de células, muito
tem sido pesquisado na tentativa de obter-se culturas altamente enriquecidas para um
marcador especifico, utilizando técnicas de clonagem ou selecdo positiva através de
anticorpos especificos (Singhatanadgit et al., 2009). Dessa forma, investigacdes mais
minuciosas nestas populacdes de MSC tém permitido a identificagdo de marcadores celulares
que possibilitam selecionar células com maior potencial para diferenciacdo condroblastica e
osteoblastica (Gronthos et al., 1994, Satomura et al., 2000, Stewart et al., 2003, Arufe et al.,
2010, Rada et al., 2011), o que poderia aperfeicoar os procedimentos de engenharia tecidual
pela selegdo de células com maior potencial para diferenciagdo nas linhagens celulares
relacionados aos tecidos que se deseja regenerar.

Apesar de terem sido identificadas e serem estudadas ha tantos anos, at¢ o momento
ndo existem evidéncias concretas a respeito do nicho natural das MSC nos diferentes
orgdos/tecidos. Alguns estudos sugerem que elas estariam localizadas na regido perivascular
dos vasos sanguineos apresentando caracteristicas semelhantes a pericitos, uma hipétese que
poderia explicar por que MSC podem ser isoladas de todos os 6rgaos vascularizados (Shi and

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

Pericitos

Pericitos (células Rouget ou células murais) sdo células perivasculares que envolvem
as células endoteliais em capilares e micro vasos (peri: em torno de, cyfe: célula) (Gokcinar-
Yagci et al., 2015). Foram descritas pela primeira vez por Charles Marie Benjamin Rouget
como ‘“células adventicias ndo pigmentadas” ou "células ramificadas com processos
protoplasmaéticos". Seu nome foi dado a estas células até 1923, quando Zimmermann
renomeou-as como pericitos (Ashton and de Oliveira, 1966).

Até hoje € um desafio isolar e caracterizar os pericitos ja que um marcador geral ainda
nao foi definido. Os marcadores mais comumente utilizados para identifica-los sdo CD146,
PDGFR-f3 (receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas) também conhecido

como CD140b, RGS-5 (regulador da proteina G de sinalizacdo), a-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 superfamilia das imunoglobulinas, o CD146, também conhecido como
Mel-CAM, MUCI18, antigeno A32 e S-Endo-1, é uma glicoproteina de membrana que
funciona como uma molécula de adesdo celular independente de Ca*” envolvida em interacdes
heterofilicas célula-célula (Shih, 1999, Mo et al., 2016). E um marcador perivascular expresso
no endotélio vascular, nas células musculares lisas e por todos 0s pericitos, dessa forma pode
ser utilizado para isolar os pericitos de suspensdes de células heterogéneas 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 dssea, placenta, pancreas e pulmao, utilizando os marcadores CD146 e NG2, e
observaram que essas células possuiam capacidade de diferenciacio em osteoblastos,
condroblastos e adipdcitos. Adicionalmente, essas células foram marcadas negativamente
para os antigenos de superficie especificos para células endoteliais (CD34, CD144 e CD31) e
hematopoiéticas (CD45), mostrando entdo, que os pericitos podem ser uma das populacoes de
MSC residentes nos tecidos adultos.

Recentemente, estudos mostraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes
e deciduos abrigam populacdes celulares com caracteristicas de MSC, as quais expressam
marcadores de superficie especificos 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, POU5fl), um fator de transcri¢ao
importante para a manutencdo da pluripotencialidade e do estado celular indiferenciado
(Kawanabe et al., 2006, Kellner and Kikyo, 2010, Silverio et al., 2010). Em condig¢des
apropriadas de cultura, essas células t€m se mostrado capazes de diferenciarem-se em um
fendtipo osteobldstico/cementoblastico, adipogénico e condrogénico (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 formacdo ectopica de uma estrutura tecidual semelhante ao cemento
dental e ligamento periodontal (Seo et al., 2004). Tendo em vista que a caracterizacao in vitro
das MSC ¢ realizada considerando a expressdo de um conjunto de marcadores de superficie,
parece plausivel a necessidade de empregar marcadores de fendtipo mesenquimal
indiferenciado e avaliar a co-expressdo destes marcadores com um marcador especifico para
pericito, a fim de definir se os pericitos e as MSC residentes nos tecidos periodontais sdo a

mesma populacao.
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Em cultura primaria de células do ligamento periodontal de humanos, Iwasaki et al.
(2013) verificaram através da andlise de citometria de fluxo que, a partir de populacdes
caracterizadas como sendo 100% positivas para CD166, CD73 e CD90, cerca de 31 a 63%
das células eram positivas para os marcadores CD146 ¢ NG,. Porém, na literatura ndo ha
trabalhos que avaliaram se culturas purificadas de pericitos residentes no ligamento
periodontal dos dentes permanentes possuem caracteristicas de MSC.

Utilizando amostras de tecido da medula espinhal de humanos, Chin et al. (2013)
verificaram, pela técnica da imunohistoquimica, que as células identificadas como sendo de
origem mesenquimal (células CD105", CD90" e CD73") apresentavam co-localizagio
positiva com o marcador especifico para pericito (CD146), e negativa com o marcador de
célula endotelial (CD31). Essa co-localizacdo foi evidente também, em amostras de tecido
que sofreram alguma lesdo, desencadeando um processo inflamatério cronico. Nessas
amostras, os autores observaram um aumento do nimero de células CD105", CD90", CD73" ¢
CD146" na regido perivascular e nas areas de injuria tecidual, sugerindo entdo, que essa
populagao de MSC identificadas como pericitos migram em dire¢do a drea 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 imunohistoquimica a presenca de uma populagdo celular CD146" e
outra, STRO-1" na regido perivascular do ligamento periodontal, e um aumento na propor¢ao
destas células, tanto nessa regido, como proximo ao cemento radicular de dentes extraidos
devido a doenca periodontal, sugerindo o envolvimento destas populagdes no processo de
reparo tecidual. No entanto, tendo como base o resultado deste estudo, ndo € possivel definir
se as células CD146" e STRO-1" correspondem a populagdes celulares distintas ou se as MSC
do ligamento periodontal correspondem aos pericitos, conforme observado por Chin et al.

(2013), sendo necessdrio dessa forma, avaliar a co-expressao destes marcadores.

Processo inflamatorio e seu efeito sobre as células mesenquimais indiferenciadas

Para alcancgar os resultados clinicos desejados para qualquer estratégia regeneradora se
faz necessario uma melhor compreensdao do comportamento das MSC frente ao estimulo
inflamatério e dos mecanismos que impulsionam o recrutamento e migracdo destas células
para os tecidos alvo.

As células do ligamento periodontal respondem ao estimulo bacteriano produzindo
citocinas pré-inflamatorias, tais como as interleucinas (IL-1f3, IL-6 e IL-8) e fator de necrose

tumoral (TNF-a) no local da inflamagdo (Han et al., 2016). A inducdo desses mediadores
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primarios, estimula a produ¢do de mediadores secundarios, incluindo quimiocinas, que atuam
como citocinas quimiotaticas, e ciclo-oxigenases que produzem prostaglandinas. Isto conduz
a amplificacdo da resposta inflamatdria, inducdo das enzimas que degradam o tecido
conjuntivo, e a reabsor¢do éssea osteocldstica (Graves and Cochran, 2003). A literatura
mostra que a exposi¢do a um ambiente assim, enriquecido por endotoxinas, pode afetar o
potencial de diferenciagdo (Gilbert et al., 2000, Murphy et al., 2002, Lin et al., 2016) e
migracdo das MSC (Pluchino et al., 2008, Tomchuck et al., 2008, Park et al., 2011, Wei et al.,
2016).

Na area médica, estudos tem mostrado uma influéncia direta do processo inflamatdrio
cronico sobre as propriedades bioldgicas das células-tronco. Em pacientes portadores de
doenca coronariana cronica (angina estavel) tem sido observada uma maior mobilizacdo de
células progenitoras do tipo CD34" (células-tronco hematopoiéticas) comparado aos pacientes
saudaveis (Gaspardone et al., 2006). Na presenca de um processo inflamatorio crénico
cerebral induzido em modelo animal através da injecdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a
e interferon-y), Pluchino et al. (2008) mostraram haver um comprometimento significativo da
migracado, proliferagdo e da plasticidade das células-tronco da zona subventricular. Wei et al.
(2016) mostraram em cultura de células da medula 6ssea de ratos, que a capacidade de
sobrevivéncia e a migra¢do das MSC foi significativamente inibida pelo TNF-a.

A fim de identificar as consequéncias gendmicas € a resposta migratoria do estimulo
aos receptores Toll-like em MSC derivadas da medula dssea de adultos, Tomchuck et al.
(2008) tratou esses receptores com varios ligantes e observou, através de andlise de
“microarray”, que o tratamento com lipopolissacarideos (LPS) causou um aumento da
expressdo de diversos cDNAs, incluindo CXCL10 (IP10), interleucinas IL-6 e IL-8, IFN1-f3
(Interferon 1 beta) e NF-kB (factor nuclear kappa B). Mostrou que, em geral, o padrao de
secrecdo das células tratadas com LPS parecem favorecer mediadores pro-inflamatérios, tais
como interleucinas IL-1p e IL-6; e fator de necrose tumoral (TNF-a). E observou um
aumento na resposta migratdria 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 inflamatério
pulpar comprometeu a capacidade de divisdo celular, de diferenciagdo e o potencial para
formac¢do de matriz mineralizada in vitro. Park et al. (2011) isolaram e caracterizaram MSC
de PDL, sauddvel e inflamado, e observaram uma menor formagao de nédulos minerais e uma
maior capacidade migratéria das células do PDL inflamado. Diante desses achados, se faz

necessario uma melhor elucidacdo a respeito da localizagdo das MSC nos tecidos periodontais
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saudaveis e do impacto do processo inflamatdrio periodontal cronico sobre a mobilizacao

destas células.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar fenotipicamente as
populacdes de pericitos provenientes do ligamento periodontal de humanos; e posteriormente,
avaliar sua distribuicdo nos tecidos periodontais sauddveis e acometidos pela doenca

periodontal inflamatdria cronica.
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4 MATERIAL E METODOS

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

do ligamento periodontal de humanos.

4.1 Obtencao das culturas primdrias de células do ligamento periodontal de humanos

Inicialmente, foram selecionados 3 individuos adultos, com idade entre 19 e 23 anos,
sistemicamente saudaveis, que ndo estavam gravidas, ndo-fumantes, sem histéria de
medicacgdo sist€émica nos ultimos seis meses, ¢ com indicagdo de extragao de seus terceiros
molares inclusos (superiores e inferiores). Todos os voluntarios selecionados estavam em
tratamento nas clinicas de graduacdo e pds-graduagdo da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP, ¢ receberam todas as orientagdes referentes ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa seguindo as recomendagdes da Resolugdo
196/96 do CNS. Para a obtencdo da cultura primaria de células do ligamento periodontal foi
adotado o protocolo descrito por Silvério et al. (2010). Imediatamente apos a extragdo, os
dentes foram colocados em meio de bidpsia 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 pg/ml de sulfato de gentamicina, 5 pg/ml de anfotericina B, 100 pg/ml de estreptomicina
e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, USA). Em seguida,
o ligamento periodontal do ter¢o médio foi removido cuidadosamente com uma cureta, e
entdo, digeridos em uma solucdo de colagenase/dispase (Gibco BRL, Life Technologies,
Rockville, MD, USA), por 1 hora a 37°C. Logo apo6s, a suspensdo de células do ligamento
periodontal foi obtida passando as células através de um “cells trainer” de 100pm de
diametro (BD - Labware). Entdo, essa suspensao foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos e
o pellet celular obtido foi semeado em meio de cultura padrio composto por DMEM
suplementado com 10% de FBS, 100ug/ml de estreptomicina e 100U/ml de penicilina até
alcangarem subconfluéncia. Este e os demais cultivos citados neste trabalho foram realizados
em uma incubadora (Sanyo MCO -18IAC, Moriguchi City,Osaka, Japdo) 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 Separagao magnética

Depois de alcangada a subconfluéncia (70-80% de confluéncia), as populagdes
heterogéneas de células do ligamento periodontal foram purificadas para o antigeno de
superficie CD146, utilizando a técnica de separacdo magnética (MACS, Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Germany), seguindo as recomendagdes do fabricante. As células
foram tripsinizadas, centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a concentra¢do foi ajustada
para 1x10’ células/ml. Brevemente, as células foram ressuspendidas em 80pul de uma solugio
tampao composta por solucdo fosfato salino (PBS) (Gibco BRL, Life Technologies,
Rockville, MD, USA) suplementada com 0,5% de FBS e incubadas com 20ul do microbead
CD146 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) por 15 minutos a uma temperatura de
6°C a 12°C. Entao, foram lavadas duas vezes, ressuspendidas em 500ul da solu¢do tampao 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 constituiam a fracdo CD146 negativa, enquanto que, as células que permaneceram
retidas no interior da coluna, constituiam a populacdo marcada positivamente para o antigeno
CD146. A coluna magnética foi lavada trés vezes com solu¢ao de tampao, as células PDL-
CD146" ¢ PDL-CD146 foram coletadas e a sua propor¢do em relagdo ao niimero inicial de
células foi determinada, utilizando um hemocitometro. Em seguida, essas células foram
expandidas em meio de cultura padrdo e, apds alcancarem subconfluéncia, foram mantidas
congeladas em nitrogénio liquido, 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 Caracterizacio das populacdes de células PDL-CD146" (pericitos) e PDL-CD146°

provenientes do ligamento periodontal de humanos

4.3.1 Citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo foi realizada tendo como objetivos, confirmar a
eficacia da técnica de separagdo magnética na purificagdo de populagdes celulares positivas
para o antigeno de superficie CD146 e caracterizar as populagdes celulares quanto a

expressdo de antigenos de superficie especificos 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 alcancarem cerca de 80% de confluéncia. Entao,
foram lavadas com PBS e, em cada prato foi adicionada a solugdo de dissociagdo (TrypLE™
Select, Gibco). Em seguida, foi adicionado PBS gelado nas placas e todo o contetdo
centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, as células foram contadas e
distribuidas nos tubos especificos para citometria de fluxo a uma concentragdo de 1 x 10°
células/tubo. Entdo, foi adicionada a solugdo de bloqueio de Dunkey a 10% (Sigma-Aldrich,
Mildo, Italia) e as células foram incubadas por 40 minutos a 4°C. Apds esse periodo, 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 4°C 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 primdrios. A seguir, as células foram submetidas a andlise 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. Imunocitoquimica para Oct-4

O ensaio de imunofluorescéncia para OCT-4 foi realizado tendo como objetivo
confirmar o fenotipo indiferenciado das populagdes de células PDL-CD146" ¢ PDL-CD146".
Para tanto, as células foram semeadas em placas de 24 pocos a uma concentracdo de 4 x10* e
mantidas em meio de cultura padrdo por 24 horas. Apos esse periodo, as célulares foram
fixadas em paraformaldeido a 4% (pH 7,0) (Electron Microscopy Sciences, USA) por 10
minutos a temperatura ambiente. Para prevenir ligacdo inespecifica, as células foram tratadas
com Albumina Sérica Bovina a 3% (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) por 30 minutos. Em
seguida foram incubadas overnight a 4° C com o anticorpo primario monoclonal anti-OCT-4
humano (Abcam) diluidos em BSA a 1% em uma concentragdo de 1:1 e entdo, incubados com
o anticorpo secundario Goat anti-mouse IgG Alexa fluor 594 (Invitrogen) diluidos em BSA a
1% em uma concentragdo de 1:1000 por 1 hora a temperatura ambiente. Por fim, os ntcleos
foram corados com PureBlu™ Dapi (Bio-Rad) diluido em 4dgua Milli-Q em uma concentragao
de 1:4000 por 5 minutos. Como controle negativo da reacgdo, as células foram tratadas da

mesma maneira, porém sem incubar com o anticorpo primario, somente com BSA a 1%. A
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reac¢do foi visualizada no microscopio Apotome.2 (Zeiss) da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba — UNICAMP.

4.4 Avaliacdo in vitro da capacidade de diferenciacdo osteoblastica/cementoblasticadas

populacdes 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" ¢ PDL-CD146  foram semeadas em triplicata em placas de
24 pogos a uma concentragio de 2 x 10° células/poco e mantidas em meio de cultura padrio
por 24 horas. Apds 24 horas, o meio de trés pogos/populagdo foi substituido pelo meio de
cultura osteogénico (OM) constituido por meio de cultura padrao suplementado com 50pug/ml
de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, China), 10 mM de B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich,
USA), ¢ 10°M de dexametasona (Sigma-Aldrich, USA). Como controle negativo do
experimento, outros trés pogos de cada populacdo celular foram mantidos em meio de cultura
padrao. Entdo, estas células foram cultivadas por 28 dias para permitir a forma¢ao do nddulo
mineral, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Para andlise qualitativa e quantitativa,
a técnica de coloracdo por Vermelho de Alizarina (AR-S) (Sigma-Aldrich, Germany) foi
utilizada. Ao final do periodo de 28 dias, o meio de cultura foi removido, cada pogo 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 agua destilada para remover o etanol
remanescente. A cada pogo foi adicionado 1 ml da solugdo AR-S (40mM, pH 4,2) em
temperatura ambiente por 10 minutos sob agitacdo. As células foram entdo lavadas cinco
vezes com agua, a fim de remover a solucdo, e 1 ml de PBS foi adicionado a cada pogo por 15
minutos sob agitagdo, a fim de reduzir a coloragdo inespecifica. A placa foi fotografada, e o
procedimento de descoloragdo dos noddulos para a andlise quantitativa foi realizado pela
adicdo de 1 ml de uma solugcdo de cloreto de cetilperidina (CPC) (10%, pH 7,0) (MP
Biomedicals, France) por 15 minutos. Aliquotas desta solu¢do foram transferidas para uma
placa de 96 pogos juntamente com uma curva padrao e a quantificacdo espectofotométrica a
562nm foi realizada por comparagdo das amostras com a curva padrao utilizando um leitor de

micro-placa (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale , CA, EUA).
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4.4.2 Expressao de genes marcadores de diferenciacao osteoblastica/cementoblastica

As células das trés populagdes PDL-CD146" e PDL-CD146  foram semeadas em
duplicata em pratos para cultura (60 x 15mm) a uma densidade de 2 x 10> células/prato e
cultivadas sob as mesmas condi¢des descrita no item 4.4.1. Ao final dos periodos de 7, 14 e
21 dias, o acido ribonucleico (RNA) total das células de cada grupo foi extraido, utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Entdo, as
amostras de RNA foram suspensas em agua MiliQ livre de RNase ¢ armazenadas a -70°C.
Uma aliquota de 1ul foi utilizada para a obtencdo da concentracio de RNA da amostras,
utilizando-se um espectofotdmetro (Nanodrop 2000, ThermoScientific). O RNA total foi
tratado para a elimina¢do de qualquer residuo de DNA na amostra (Turbo DNA-free™,
Ambion, Austin, TX, USA), e lug da amostra foi utilizado para a sintese do DNA
complementar (cDNA), utilizando-se o kit First-Strand ¢cDNA Synthesis (Roche Applied
Science, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante para um volume final de 20ul.

Os “primers” para GAPDH (gene de referéncia), RUNX2, ALP e OCN foram
desenhados com o auxilio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar
“primers” para o sistema o LightCycler® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), e
a eficiéncia das reacdes para cada “primer” foi otimizada anteriormente ao inicio das reagdes
de PCR em tempo real (PCRq) propriamente ditas (Tabela 1). As reagdes 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 4gua foi utilizada como controle negativo, € o
produto das reagdes foi quantificado utilizando o método AACT LightCycler® Relative
Quantification Software (Roche Applied Science). GAPDH foi utilizado como o gene de

referéncia (“housekeeping”) para a normalizacdo dos valores.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para amplifica¢gdes por PCR em tempo real

Temperatura  N°

Gene Primers (5°>3) Amp:)‘“’“ de de
(pb) Anelamento Ciclos
Forward: CGGGCACCATGAAGGAAA o
ALP peverse:  GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 184 >5°C 40
Forward: AGCTCAATCCGGACTGT o
OCN  Reverse:  GGAAGAGGAAAGAAGGGTGC 10 >5°C 40
RUNX- Forward: CCGTCCATCCACTCTACCAC 139 5500 40

2 Reverse: ATGAAATGCTTGGGAACTGC
Forward: GCTTATCTATGACAGATGTGATCT

PPARYZ Reverse: AGCTTCTCCTTCTCGGC 153 55°C 40
Forward: TGTTCTAGGGAGAAAGTGTCTCA .

LPL " Reverse: ACTTCATTCTTCACAGAATTCACAT 2 55°C 40

GAPDH Forward: ACATCATCCCTGCCTCTAC 171 5500 40

Reverse: CCACCTTCTTGATGTCATCATATTTG

ALP, alkaline phosphatase; OCN, osteocalcin; RUNX2, runt-related transcription factor 2; PPARy2,
peroxisoma proliferator-activated receptor gamma 2; LPL, lipoprotein lipase; GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

4.5 Avaliacdo in vitro da capacidade de diferenciacdo adipogénicadas populacoes de células

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

4.5.1 Coloragao com Oil Red O e expressdo de genes relacionados ao fenétipo adipogénico

As populagdes de células PDL-CD146"e PDL-CD146 foram semeadas em pratos para
cultura (60 x 15mm) e cultivadas em meio de cultura padrdo até alcancarem 100% de
confluéncia. Entdo, foi iniciada a inducdo da diferenciac@o adipogénica, utilizando o hMSC
Adipogenic Bullet Kit (Lonza, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds 25 dias
de indugdo, foi realizada a coloragdo com o Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA) para a
identificacdo dos vacuolos de lipidio e o RNA total foi extraido, utilizando o reagente
TRIzol®, de acordo com as recomentacgdes do fabricante. Em seguida, as reacdes de PCRq
foram realizadas para a quantificacio dos niveis de RNAm para os seguintes genes
relacionados ao fendtipo adipogénico: PPARY2 e LPL (Tabela 1). As reacdes de PCRq

seguiram o protocolo descrito no item 4.4.2.
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Objetivo # 2: Avaliar a distribuicdo dos pericitos/células mesenquimais indiferenciadas nos
tecidos periodontais sauddvel e acometidos pela doenca periodontal inflamatdria cronica.

4.6 Caracteristicas da amostra

Foram utilizados 20 ratos machos (Wistar), com idade de 12 semanas, pesando entre
250 e 300g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigagio Biologica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratorio 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
periodo de 5 dias de aclimata¢do ao ambiente de laboratorio, com ciclo de 12 horas de luz por
dia e temperatura entre 22 ¢ 24° C. Durante todo o experimento, consumiram rag¢do solida

selecionada e agua ad libitum.

4.7 Inducdo da Doenca Periodontal (DP)

A indug¢do da doenga periodontal foi realizada empregando um modelo j& descrito na
literatura (Sallay, 1982, Bezerra et al., 2000, Meulman et al., 2011) o qual mimetiza diversos
achados da periodontite humana, incluindo biofilme bacteriano, formagdo de infiltrado
inflamatorio, perda de inser¢do conjuntiva e de osso alveolar (Liu et al., 2006). Para a
realizagdo de todos os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados por
inje¢do intramuscular de cloridrato de xilazina (Anasedan®; Vetbrands, Paulinia, Brasil)
(0,03ml/kg) e cloridrato de ketamina (Dopalen®; Vetbrands, Paulinia, Brasil) (1ml/kg). Apos
anestesia, os animais foram posicionados no aparato de Doku modificado e os maxilares
mantidos abertos por meio de bandas elasticas presas aos incisivos. Os dentes foram
delicadamente espacados com auxilio de um espacador endodontico modificado introduzido
entre o primeiro e segundo molares inferiores. Subsequentemente, com auxilio de sonda
exploradora e porta agulha, ligaduras (fio de algodao n° 24, Coats Corrente, S3o Paulo, BR)
foram inseridas, unilateralmente, na regido subgengival do primeiro molar inferior, para
indugdo da doenca periodontal através do actimulo de biofilme. O primeiro molar
contralateral serviu de controle e nido recebeu ligadura (boca dividida). Os lados teste e
controle foram escolhidos aleatoriamente por intermédio de sorteio. As ligaduras foram
fixadas com trés nds simples posicionados na face mesial do primeiro molar inferior. Os 20
animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos: 3 e 14 dias de inducdo da doenga

periodontal.
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4.8 Processamento histologico

Ao final dos periodos de 3 e 14 dias de indu¢do da doenga periodontal, os animais
foram anestesiados com solu¢do de xilazina e ketamina e submetidos a eutandsia por meio de
perfusdo transcardiaca com solucdo salina a 0,9% por 1min na velocidade maxima de
bombeamento de 19,6 ml/min, seguido de solucdo fixadora (paraformaldeido a 4%, pH 7,0)
por 10 minutos na velocidade de 10.0 ml/min. Apds a perfusdo, as mandibulas foram
removidas, hemi-seccionadas em sua sinfise e imersas em paraformaldeido a 4% (pH 7,0) por
mais 24 horas. Em seguida, as hemi-mandibulas foram imersas em PBS e a solucdo trocada
trés vezes, sendo que a ultima troca foi mantida por mais 24 horas. Foram entdo,
descalcificadas em solucdio de EDTA a 20% (Titriplex III¥, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), com trocas didrias de solug¢do a temperatura ambiente. Apés a descalcificacdo, os
espécimes foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol (Sigma-Aldrich, USA) e
incluidos em parafina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Sec¢des longitudinais mésio-
distais de 6 ym de espessura foram obtidas com auxilio de um micrétomo (Leica RM2155,

Germany).

4.9 Analise histométrica

Para quantificacdo da area de reabsor¢do Ossea apos a indugdo experimental da DPIC
foi realizada andlise histométrica da reabsor¢do dssea inter-radicular na regido da bifurcagdo
dos primeiros molares mandibulares. Para isto, dez cortes equidistantes foram selecionados
por dente, foram corados com Hematoxilina e Eosina e entdo, as imagens da regido da furca
foram capturadas, utilizando-se o microscopio Optico em aumento de 50X (5X de objetiva e
10X de ocular; Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena, Alemanha). Com o auxilio do sistema de pontos
de um reticulo quadriculado (Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), foi
mensurada a area de tecido conjuntivo proveniente da reabsor¢do do tecido 6sseo da regido
inter-radicular. O reticulo foi constituido de quadrados de 0,08 mm de aresta e 0,0064 mm? de
area. O mesmo foi posicionado de maneira a incluir dentina corondria e radicular, e o tecido
0sseo, sendo computados somente os pontos que coincidissem com as intersecgdes das arestas
dos quadrados adjacentes que se encontrassem dentro da drea de tecido conjuntivo inter-
radicular (Figura 01). A area de reabsorgdo 6ssea foi calculada utilizando-se a formula Area
reabsorvida = n’ de pontos x drea do quadrado. A reabsor¢do ossea inter-radicular foi

2 , g . ..
expressa em mm”~ como a média das leituras dos dez cortes equidistantes por dente.
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Figura 01. A- Ilustracdo indicando a 4rea de mensurag@o da reabsor¢do 6ssea interradicular na regido
da bifurcacdo do primeiro molar inferior. B - sistema de pontos de um reticulo quadriculado utilizado
para mensuragdo. TC - tecido conjuntivo, D - dentina, OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal.

4.10 Ensaio de imunohistoquimica

Inicialmente, as sec¢des foram diafanizadas em xilol e reidratadas utilizando dilui¢des
com concentragdo decrescente de etanol. Para restaurar os epitopos de ligagdo ao anticorpo foi
feito recuperagdo antigénica com Proteinase K (Dako, USA) por 30min. Em seguida, afim de
inibir a peroxidase enddgena, as sec¢des foram imersas em perdxido de hidrogénio a 3%
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 30 min. Posteriormente para prevenir ligagcdes
inespecificas, as sec¢des foram incubadas BSA a 3% diluido em PBS-Tween (Tween 20 a
0,01% diluido em PBS) (Sigma-Aldrich, USA) por 30 minutos, sendo todos esses passo em
temperatura ambiente. Logo apds, as sec¢des foram incubadas overnight a 4°C com
anticorpos primarios monoclonais diluidos em BSA a 1% em uma concentragdo de 1:100 e
ento, incubados com o anticorpo secundério Advance™ HRP (Dako, USA) por 30 minutos a
temperatura ambiente. A revelagdo foi feita utilizando o kit 3 3-diaminobenzidina (DAB)
(Dako, USA) por 5min, e as sec¢des foram contra coradas com hematoxilina de Harris
(Dinamica®, Brasil) por 3min. Como controle negativo da reacéo, as sec¢des foram tratadas

da mesma maneira, porém sem incubar com o anticorpo primario, somente com BSA a 1%.

4.11 Analise estatistica

As andlises dos ensaios de imunofluorescéncias, imunohistoquimica, citometria de
fluxo e formagado de vactuolos de lipidios foram feitas de forma descritiva. Os dados obtidos
pela andlise histométria, expressdao génica e formacao de nédulo minenal (ensaio de vermelho

de alizarina) foram submetidos a andlise estatistica, utilizando o software Bioestat 5.3
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(Sociedade Civil Mamiraud, Belém, PA, Brasil), sendo os valores apresentados na forma de
média e desvio-padrdo. As comparagOes intragrupos foram realizadas usando o teste
ANOVA um critério, seguido pela analise multipla pareada, utilizando o método de Tukey (o
= 0,01), enquanto que, o teste T pareado foi empregado para detectar as diferengas

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

5.1 Isolamento de células CD146" pela técnica de separacio magnética

A separagdo magnética realizada para o antigeno de superficie CD146 mostrou que, a
partir de uma concentragdo inicial de 1x10 de células do PDL, a propor¢io de células
CD146" e CD146, respectivamente, para cada populagio foi: 13,75% e 70,62% para
populacdo ALP, 17,44% e 42,61% para JAS e 21,70% e 57,91% para populacio NWB
(Figura 2).
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Figura 02. Separacio magnética. Porcentagem de células CD146 positivas e negativas a partir de

uma concentragdo de 10 células do PDL trés populagdes celulares (ALP, JAS e NWB).

5.2 Andlise de citometria de fluxo para expressdo de marcadores de origem mesenquimal e

endotelial/hematopoiético

A andlise por citometria de fluxo mostrou que a propor¢ao de células CD146" isoladas
do ligamento periodontal foi 924% (£ 2,56%), confirmando que o método da separacio
magnética foi eficaz para obtencdo de populacdes celulares altamente purificadas para o
antigeno de superficie CD146. Para melhor caracterizar as células do ligamento periodontal
isoladas e identificadas como CD146" ¢ CD146°, ambas populacdes 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 citbmetro
de fluxo. Os resultados descritos na Tabela 2, representam a propor¢ao de células CD146" ou
CD146" positivamente marcadas com os outros anticorpos. Os dados mostraram que as células

PDL-CD146" ¢ PDL-CD146 foram negativas para marcador hematopoiético, CD34, e para o
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marcador endotelial, CD45 (Tabela 2). Em relagdo aos marcadores de origem mesenquimal,
foi possivel observar que as trés populagdes estudadas (ALP, JAS e NWB) apresentaram uma
variabilidade individual no padrao de expressdao destes marcadores, independente de serem
caracterizadas como células CD146 positivas ou negativas. O antigeno de superficie CD105
foi expresso em quase 100% (= 90-95%) das células PDL-CDI146", enquanto que as
populacdes de células PDL-CD146 apresentaram uma menor porcentagem de positividade
para o CD105, variando entre 56% a 75% (Tabela 2). Em relacio ao CD166 (ALCAM)
somente duas populagdes de células PDL-CD146" (JAS e NWB) expressaram esse marcador,
apresentado cerda de 91% de positividade. Por outro lado, as trés populacdes de células PDL-
CD146 expressaram o marcador CD166, com uma positividade variando entre 20% a 62%
(Tabela 2). Quanto ao marcador STRO-1, somente a populagdo ALP expressou esse antigeno
de superficie tanto nas células PDL-CD146" (0,24%) quanto nas PDL-CD146 (1,93%). Vale
ressaltar, que essa populacao celular, ALP, apresentou um perfil de expressao dos marcadores
CD166 e STRO-1, distinto das outras duas populacdes (JAS e NWB), tanto nas células PDL-
CD146" como nas PDL-CD146'. Sendo que, para o marcador CD166, todas as células PDL-
CD146" foram negativas e somente, 20% das células PDL-CD146" foram positivas (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de citometria de fluxo dos antigenos de superficie expressos pelas células PDL-
CD146" e PDL-CD146. Resultados representam a porcentagem das células CD146 positivas e
negativas que co-expressam os marcadores mesenquimais (CD105, CD166 e STRO-1) e marcadores
endoteliais’/hematopoiéticos (CD45 e CD34) para cada populacdo estudada (ALP, JAS e NWB)

Marcadores Endoteliais /

Mar res M imai ‘s
arcadores Mesenquimais Hematopoiéticos

CD105+ CD166+ STRO-1+ CD34+ CD45+

ALP CD146+ 90 0 0,24 0 0
JAS CD146+ 95,11 91,9 0 0 0
NWB CD146+ 92,11 91,3 0 0 0
ALP CD146- 75,5 20 1,93 0 0
JAS CD146- 61 62,8 0 0 0

NWB CD146- 56 51,7 0 0 0
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5.3 Imunocitoquimica para expressio do fator de transcri¢do Oct-4

Os resultados do ensaio de imunofluorescéncia mostraram que, das populacdes de
células avaliadas, somente a ALP-CDI146" apresentou marca¢do positiva para Oct-4

localizada no citoplasma.(Figura 3).

PDL-CD146* PDL-CD146-

ALP

JAS

NWB

Controle Negativo

Figura 3. Imunofluorescéncia para Oct-4 das populacdes celulares PDL-CD146+ ¢ CD146- .
Express@o de Oct-4 visualizada em vermelho utilizando o anticorpo secundario Alexa Fluor 594 com
os nuacleos contra-corados com PureBlu™ Dapi. A populacdo ALP-CD146+ apresentou marcagao

positiva. Controle negativo sem a preseng¢a do anticorpo primario.
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5.4 Avaliacdo do potencial para diferenciacio osteoblastica/cementoblastica das células PDL-

CD146" e CD146

5.4.1 Ensaio de mineralizagao

Os resultados da AR-S mostraram que as trés populacdes de células PDL-CD146"
foram capazes de depositar nddulos mineralizados somente quando cultivadas em meio
osteogénico por 28 dias (Figura 4A). A quantificacdo da concentracdo da AR-S revelou que, a
populacgio NWB-CD146" apresentou uma produgdo de matriz mineralizada
significantivamente superior comparada as outras duas populagdes, ALP e JAS-CD146"
(Figura 4A). Em relagdo as células PDL-CD1467, somente a populacio NWB foi capaz de
depositar nédulos mineralizados apds 28 dias de indugdo osteogénica (Figura 4B). Contudo,
essa deposicao de matriz mineralizada foi significativamente inferior comparada a populagao
NWB-CD146" (Figura 4C). Esse dado, também foi valido para as outras duas populacdes de
células PDL-CD146" (ALP e JAS), as quais apresentaram uma concentragdo de AR-S quase
1000 vezes a mais que as células PDL-CD146- (Figura 4C).
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Figura 4. Expressio dos nédulos minerais pelas células PDL-CD146+ e PDL-CD146".
Concentragdo da AR-S nas células cultivadas em DMEM e meio osteogénico (OM) durante 28 dias.
(A) PDL-CD146" ¢ (B) PDL-CD146". Dados sdo representativos de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Diferentes letras maitisculas indicam diferenga intergrupo (DMEM x OM
dentro da mesma populacdo celular) determinada pelo Teste t pareado (p < 0,05) e letras mindsculas
diferenca intragrupo (OM x OM entre as populacdes), empregando o teste ANOVA um critério,
seguido pela analise multipla pareada, utilizando o método de Tukey (p < 0,01). (C) Comparacdo entre
PDL-CD146" versus CDI146 cultivadas em OM. A presenca do simbolo (*) indica diferenca
estatisticamente significante determinada pelo Teste t pareado (p < 0,05).
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5.4.2 Expressdo de genes marcadores de diferenciacdo osteobdstica/cementobdstica

Os resultados do PCRq foram analisados como fold-change, ou seja, aumento/reducao
na expressdo dos genes pelas células cultivadas com meio de diferenciagdo osteogénica em
relacdo ao grupo controle (DMEM), para os 3 periodos de observacdo (7, 14 e 21 dias). O
cultivo das células PDL-CD146"em meio osteogénico levou a um aumento significativo na
expressao dos transcritos para RUNX2, ALP e OCN, o que ndo ocorreu, quando as células
PDL-CD146" foram cultivadas sob a mesma condicao (Figuras 5A e 5B).

Os niveis de RNAm para RUNX2, um fator de transcricdo importante para a fase
inicial da diferenciacdo osteobldstica/cementoblastica, ja estavam significativamente elevados
nas células PDL-CD146" apds 7 dias em meio osteogénico (p < 0,05) comparado ao grupo
controle (Figura 5A). Por outro lado, sob indugdo osteogénica, as células PDL-CD146
apresentaram niveis de RNAm para RUNX2 semelhantes ao grupo controle (Figura 5B). Esse
perfil de comportamento celular também foi observado para a expressao dos genes para ALP e
OCN. Ou seja, as células positivas para o marcador CD146 ja tiveram um aumento
significativo na expressdo do gene para ALP apdés 7 dias em meio osteogénico, com
consequente reducdo na sua expressao apds os periodos de 14 e 21 dias (Figura 5A).
Também, aos 7 dias em meio osteogénico, as PDL-CDI146" apresentaram niveis
significativamente elevados de transcritos para OCN (p < 0,05), mantendo esse padrdao de
expressao até o 21° dia (Figura 5A). J4 as células PDL-CD146°, ndo apresentaram um
aumento significativo na expressao destes genes (ALP e OCN) em nenhum dos periodos de
observacao (Figura 5B).

Ao comparar o padrdo de expressdao dos genes marcadores de osteoblastos entre as
células PDL-CD146" e PDL-CD146, fica evidente que, o meio ostegénico promoveu um
aumento dos transcritos para RUNX2, ALP e OCN somente nas células caracterizadas como
pericitos. E possivel observar pelas Figuras 6A e 6C, que os niveis d¢ RNAm para RUNX2 e
OCN foram cerca de 2,5 vezes maior para as células PDL-CD146" comparada as células
negativas nos periodos 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 maturac¢ao no fenétipo osteoblastico/cementoblastico.
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Figura 5. Expressiao de genes relacionados ao fenotipo osteoblastico por qRT-PCR. (A) PDL-
CD146" e (B) PDL-CDI146". Médias e desvios-padrio para a expressio dos genes RUNX2, ALP e
OCN apo6s 7, 14 e 21 dias de indugdo osteogénica representam trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Diferentes letras maitsculas indicam diferenca estatisticamente significante
intergrupo (DMEM x OM dentro de cada periodo) determinado pelo Teste t pareado (p < 0,05) e letras
minusculas diferenca intragrupo (OM x OM entre os periodos), empregando o teste ANOVA, seguido
pela analise multipla pareada, utilizando o método Tukey (p <0,01) .
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Figura 6. Anilise comparativa da expressio de genes relacionados ao fendtipo osteoblastico
entre as células PDL-CD146" e PDL-CD146". (A) RUNX2, (B) ALP e (C) OCN. As barras
representam as médias e desvios-padrdo do fold change dos genes alvos expressos pelas células
cultivadas em meio osteogénico (OM) em comparagdo ao meio controle (DMEM) apds 7, 14 e 21
dias. A presenca do simbolo (*) representa as diferengas estatisticamente significantes entre as células
PDL-CD146" versus CD146  dentro de cada periodo, determinada pelo Teste t pareado (p < 0,05).
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5.5 Avaliacdo do potencial para diferenciacio adipogénica das células PDL-CD146* e CD146

5.5.1 Coloragao com oil red O e expressao de genes marcadores de diferenciacdo adipogénica

Quando submetidos a diferenciacdo adipogénica, somente a populacdo ALP das
células PDL-CD146" foram capazes de diferenciarem em células semelhantes a adipdcitos,
apresentando a formagdo de vacuolos de lipideo no citoplasma corados com oil red O (Figura
7A). Adicionalmente, os resultados do PCRq mostraram um aumento na expressao de dois
fatores de transcri¢cdo relacionados a diferenciagdo adipogénica, LPL e PPARy2 (Figura 7B).
A andlise dos dados mostrou que, as células PDL-CD146" tiveram um aumento de 5 vezes
nos niveis de RNAm para PPARy2, o qual foi significativo comparado as células cultivadas
em DMEM (p < 0,05) (Figura 7B). No entanto, vale ressaltar que esse resultado foi derivado
somente da populagdio ALP PDL-CD146", ja que as outras duas (JAS e NWB) ndo foram

capazes de diferenciarem-se em células semelhantes a adipdcitos.
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Figura 7. Expressio do fenotipo adipogénico pelas células PDL-CD146+ ¢ PDL-CD146". (A)
Deposito de vacuolos de lipidio corados com oil red O, mostrando que somente a populacdo ALP das
células PDL-CD146" foram capazes de diferenciarem em células semelhantes a adipdcitos. (B) Média
e desvios-padrio para a expressdo dos genes LPL. e PPARY2 ap6s 25 dias de indugdo adipogénica
pelas células PDL-CD146". Dados sdo representativos de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. * Diferenga estatisticamente significante entre os grupos DMEM versus AM (meio

adipogénico), empregando o Teste t pareado (p < 0,05).
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5.6 Analise histométrica

A andlise histomorfométrica mostrou que, para periodos experimentais (3 e 14 dias), o
grupo Saude sempre apresentou médias de reabsor¢do dssea significativamente inferiores
comparado ao grupo Doenga (Tabela 3, Figura 8). Esse dado reflete a efetividade do modelo
de doenca periodontal induzida por ligadura aplicada neste estudo. Em relacdo ao tempo de
inducdo da doenca periodontal, ndo houve diferenga significativa na média de reabsor¢ao

dssea entre os dois periodos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuigio das médias e desvios-padrdo das medidas de reabsorgio Ossea em mm?’
segundo o periodo de inducdo da doenga periodontal.

Grupos 3 dias 14 dias p (Test t)
Saude 0,07+0,01 Aa 0,060,007 Aa 0,2
Doenga 0,15+0,03 Ba 0,18+0,07 Ba 0,06
p (Test t) 0,0008 0,0001

Letras maiusculas distintas representam a diferenga intergrupo (controle versus doenga) e letras

minusculas representam a diferenca intragrupo (3 versus 14 dias) identificadas pelo Teste t (p < 0,05)
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Figura 8. Fotomicrografias ilustrando area do ligamento periodontal e reabsor¢do dssea alveolar na
regido de furca dos 1°° molares inferiores durante os periodos experimentais de 3 e 14 dias de indugdo
da doenga peridontal. TC - tecido conjuntivo, D - dentina, OA - osso alveolar, LP - ligamento

periodontal.
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5.7 Ensaio de imunohistoquimica

Os resultados do ensaio de imunohistoquimica sdo respresentativos de reacOes
realizadas nas amostras dos grupos controle e doenca periodontal de trés animais para cada
periodo de observacao (3 e 14 dias). Esses resultados serdo apresentados de forma descritiva

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

5.7.1. Imunolocalizagdo para CD146

No grupo saude periodontal, células positivamente marcadas para o anticorpo CD146
estavam distribuidas ao longo do ligamento periodontal e do osso alveolar (Figura 9A). Foi
possivel encontrar células positivas na parede de vasos sanguineos em canais vasculares que
comunicavam o 0sso alveolar com o ligamento periodontal (Figura 9C - seta vermelha). Essas
células apresentavam nicleo e citoplasma mais alongados, semelhantes a morfologia das
células endoteliais. Células positivamente marcadas foram também visualizadas na regidao
extravascular em “clusters” localizados proximos aos vasos sanguineos (Figura 9C - seta
rosa), distribuidas ao longo do ligamento periodontal (Figura 9B - seta azul), em dareas
proximo ao cemento radicular (Figura 9B - seta verde), além da presenga de ostedcitos
CD146" (Figura 9C - seta amarela). Esse grupo de células tinha uma morfologia arredondada
e nucleo centralizado.

Aos 3 e 14 dias de inducdo da doenca periodontal, foram visualizadas células
imunomarcadas para CD146 no tecido conjuntivo, que ocupava a area de perda de osso
alveolar (Figura 9B - seta azul). Essas células estavam localizadas principalmente, nas areas
proximas ao cemento radicular e distribuidas ao longo do teto da regido de furca (Figura 9B e
C - seta verde). Também foi possivel visualizar células positivas na parede de vasos
sanguineos (Figura 9B e C - seta vermelha). Havia a presenca de ostedcitos CD146 positivos
(Figura 9C - seta amarela) e embora, ndo tenha sido realizada uma andlise quantitativa, os
resultados sugerem a presenca de um maior nimero de células imunomarcadas apds 14 dias

de inducdo da doenca periodontal comparado ao 3 dias.
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Figura 9. Imunolocaliza¢do para CD146. A - Ilustragdes das areas de furca nos diferentes grupos
mostrando a distribuicdo de marcagdo positiva para CD146. B - Ilustragdes em maior aumento das
areas destacadas nas fotos A mostrando a presencga de células CD146 positivas distribuidas ao longo
do ligamento periodontal e tecido conjuntivo (setas azuis), proximas as areas de cemento radicular
(setas verdes), nas margens da crista Ossea (seta laranja) e na parede dos vasos em canais vasculares
(seta vermelha). C - Ilustra¢cdes em maior aumento das areas destacadas nas fotos B mostrando a
presencga de células CD146 positivas na parede de vasos sanguineos (setas vermelhas), aglomeradas
proximas aos canais vasculares (seta rosa), proximas as areas de cemento radicular (seta verde) e em
ostedcitos (setas amarelas). D - Ilustragdo representativa do controle negativo da reagdo mostrando
auséncia de marcagdo positiva para CD146. TC - tecido conjuntivo, D - dentina, QA - osso alveolar,

LP - ligamento periodontal.
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5.7.2. Imunolocalizagdo para CD166

O ensaio de imunohistoquimica para o antigeno CD166 revelou a presenca de células
positivas nas amostras de todos grupos, saude e doenga periodontal (Figura 10A). Nas
amostras do grupo saude, foi possivel observar células CD166 positivas localizadas no
interior do ligamento periodontal (Figura 10B - seta azul), na regido do cemento radicular
(Figura 10B - seta verde), na parede dos vasos sanguineos (Figura 10B - seta vermelha),
aglomeradas préximos a estes vasos (Figura 10B - seta rosa) e margeando o osso alveolar
(Figura 10C - seta laranja). Na area de reabsor¢do dssea, os dados sugerem a presenga de um
maior nimero de células CD166 positivas quando comparado ao grupo satde sendo essa
observac¢ao mais evidente no periodo de 3 dias de inducdo da doenga 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 extensdo da area
de furca (Figura 10B - seta verde). Foi possivel observar também células CD166 positivas
localizadas no interior do cemento dental (Figura 10B - seta roxa), na parede dos vasos
sanguineos (Figura 10C - seta vermelha) e aglomeradas préximas a estes vasos (Figura 10C -
seta rosa). Também existia a presenca de ostedcitos CD166 positivos (Figura 10C - seta
amarela). Nas duas condi¢des avaliadas (satde e doenca periodontal) as células positivas para
CD166 apresentavam uma morfologia arredondada e a imunomarcagdo estava localizada na

parede celular.

5.7.3. Imunolocalizagdo para STRO-1

A analise dos resultados mostrou imunomarcagdo positiva para STRO-1 no ligamento
periodontal das amostras de saude e doenca periodontal (Figura 11A). No grupo saude, a
imunomarcagdo estava presente nas fibras do ligamento periodontal, proximas ao cemento
radicular (Figura 11A, seta verde), na parede dos vasos sanguineos (Figuras 11C, seta
vermelha), em aglomerados celulares localizados na margem da crista Gssea alveolar
proximos aos vasos sanguineos (Figuras 11C, seta laranja) e em ostedcitos (Figuras 11C, seta
amarela). Na presenca da doenca periodontal, os resultados também mostraram existir células
STROI1 positivas ao longo do tecido conjuntivo que ocupava a area de reabsorcdo dssea
(Figuras 11B, seta azul), margeando o cemento radicular ao longo do teto da furca (Figura
11B, seta verde), na parede dos vasos sanguineos (Figura 11C - seta vermelha) e aglomeradas
préximas aos vasos (Figura 11C - seta rosa). As células STRO-1 positivas apresentavam uma

morfologia oval a arrendodada, com a imunomarcagao localizada na parede celular.
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Figura 10. Imunolocalizacio para CD166. A - Ilustragdes da area de furca nos diferentes grupos
mostrando a distribuicdo de marcagdo positiva para CD166. B - Ilustragdes em maior aumento das
areas destacadas nas fotos A mostrando a presencga de células CD166 positivas distribuidas ao longo
do ligamento periodontal e tecido conjuntivo (setas azuis), proximas as areas de cemento radicular
(seta verde), no interior do cemento dental (seta roxa), na parede dos vasos sanguineos (seta vermelha)
e aglomeradas proximas aos canais vasculares (seta rosa). C - Ilustragdes em maior aumento das areas
destacadas nas fotos B mostrando a presenga de células CD166 positivas nas margens da crista dssea
(seta laranja), na parede de vasos sanguineos (setas vermelhas) e em ostedcitos (seta amarela). D -
[lustragdo representativa do controle negativo da reacdo mostrando auséncia de marcacgdo positiva para
CD166. TC - tecido conjuntivo, D - dentina, OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal.
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Figura 11. Imunolocalizacdo para STRO-1. A - [lustracdes da area de furca nos diferentes grupos

mostrando a distribui¢do de marcacdo positiva para Strol. B - [lustragdes em maior aumento das areas
destacadas nas fotos A mostrando a presenca de células STRO-1 positivas distribuidas ao longo do
ligamento periodontal e tecido conjuntivo (setas azuis), proximas as areas de cemento radicular (seta
verde) e aglomeradas proximas aos canais vasculares (seta rosa). C - Ilustragdes em maior aumento
das areas destacadas nas fotos B mostrando a presenca de cé¢lulas STRO-1 positivas nas margens da
crista 0ssea (seta laranja), na parede de vasos sanguineos (setas vermelhas), aglomeradas proximas aos
canais vasculares (seta rosa), em ostedcitos (seta amarela) e ao longo do tecido conjuntivo (seta azul).
D - Ilustragdo representativa do controle negativo da reacdo mostrando auséncia de marcagdo positiva
para STRO-1. TC - tecido conjuntivo, D - dentina, OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo estudar populagdes celulares do ligamento
periodontal identificadas como pericitos, avaliando as suas propriedades como células
mesenquimais indiferenciadas e, avaliar in vivo a localizagdo dos pericitos/células
mesenquimais indiferenciadas nos tecidos periodontais saudavel e acometidos pela doenca
periodontal inflamatéria cronica. Os pericitos sdo definidos como células que residem na
interface entre o endotélio e o tecido circunjacente de diferentes tipos de vasos sanguineos
(Gerhardt and Betsholtz, 2003). Essas células perivasculares exercem um importante papel na
angiogénese, atuando como regulador do desenvolvimento, maturacdo 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 sanguineos para o interior do tecido
circunjacente em resposta a um processo inflamatorio, auxiliando o sistema imune na
apresentacdo de antigeno (Balabanov et al., 1999), ou durante a cicatrizagdo tecidual,
apresentando a capacidade de diferenciarem-se em células especificas, as quais irdo sintetizar
uma nova matriz tecidual (Sundeberg et al., 1996).

Em fung¢do 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 primarias do ligamento periodontal apresentaram
positividade para o CD146. Esse resultado € 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 citdometro de fluxo. Essa diferen¢a de resultados pode estar
relacionada a técnica de obtengdo das células CD146 +, ja que no presente estudo foram
utilizado microbeads conjugados ao anticorpo anti-CD146 associado a coluna de separagdo
magnética. Essa técnica tem se mostrado eficiente para purificagdo de populacdes celulares
especificas (Silverio et al., 2010), porém menos sensivel no momento da selecdo celular
comparada ao citdmetro de fluxo. Contudo, apos a expansio das células PDL-CD146" ¢ PDL-
CD146°, foi possivel verificar pela andlise de citometria de fluxo, que 95% das células
realmente expressavam ou ndo esse antigeno de superficie, confirmando a purificacdo das

populacdes celulares.
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Para testar a hipotese de que as células CD146 positivas compartilhavam o feno6tipo
mesenquimal indiferenciado, estas foram avaliadas quanto a expressdo de antigenos de
superficie especificos (CD105, CD166 e STROI), expressao do fator de transcricdo Oct-
4/POUSF1 e potencial para diferenciagdo em fenotipos celulares como, osteoblastos e
adipdcitos. Os resultados mostraram que o Unico marcador de origem mesenquimal
consistentemente expresso pelas trés populagdes de células PDL-CD146" positivas foi o
CDI105 ou Endoglin. Esse dado foi valido também, para as células CD146 negativas. No
entanto, a taxa de positividade para o antigeno CD105 foi mais elevada entre as células
CD146" (= 95%) comparada as células CD146™ (=75%).

Através da analise dos marcadores CD166 (ALCAM) e STRO1 foi possivel observar
uma heterogeneidade significativa entre as trés populagdes de PDL-CD146" ¢ PDL-CD146".
As células da populagio ALP-CD146" ndo expressaram o antigeno CD166. Ao mesmo
tempo, somente as células CD146" e CD146™ da populagio ALP, expressaram o marcador de
superficie 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 a observada no presente estudo. No entanto, vale
ressaltar que, os estudos avaliaram populagdes celulares distintas (células enriquecidas para
CD146 versus a populagdo toda do ligamento periodontal), o que pode ter contribuido para
diferenca dos resultados.

Em relacdo a expressdo dos marcadores de origem endotelial’/hematopiético (CD45 e
CD34), a totalidade de células de ambos grupos, PDL-CD146" e PDL-CDI146", foram
negativas para os dois antigenos. Em concordancia com estudos prévios (Crisan et al., 2008,
Zhu et al., 2013) esse resultado mostra que as células CD146" constituem um grupo celular
especifico, a qual possui origem perivascular, porém ndo podem ser consideradas células
endoteliais ou hematopoiéticas, j4 que ndo expressam os respectivos marcadores CD45 e
CD34. Desta maneira, considerando que essas células expressam os antigenos de superficie
para CD105, CD166 e STROI, ¢ possivel afirmar que estas expressam fendtipo mesenquimal.

Uma vez que, as populagdes PDL-CD146" e PDL-CD146 foram caracterizadas como
sendo de origem mesenquimal, o proximo passo do presente estudo consistiu em avaliar a
multipotencialidade destas células através da expressdo do fator de transcrigdo Oct-4/
POUSF1 (POU domain, class 5, transcriptor factor-1) e do potencial para diferenciagdo em

células de linhagem mesodérmica tais como, osteoblastos e adipocitos. Os resultados
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mostraram que somente as populagdes celulares PDL-CD146" foram capazes de formarem
nédulos mineralizados e sofrerem maturacdo em fendtipo osteoblastico, confirmado pelo
aumento da expressdo dos genes para RUNX2, ALP e OCN. Apos o periodo de indugdo
adipogénica, somente as células da populagio ALP caracterizada como, CD146" CD105"
STRO1" CDI166  foram capazes de depositar vacuolos de lipideo e de expressarem niveis
elevados de RNAm para os dois fatores de transcricdo adipogénicos, PPARy2 e LPL,
confirmando a diferenciagdo em células semelhantes a adipocitos. Adicionalmente, a
populacio ALP-CD146" foi a unica a apresentar marcacdo positiva para o Oct-4/POUSF1, o
qual tem sido identificado como um fator de transcri¢do critico para manutencdo da
pluripotencialidade e do estado indiferenciado das células tronco embrionarias humanas
(Huang et al., 2009).

Dois aspectos sdo relevantes nesses resultados. Primeiro, a expressao do marcador
CD146 conferiu as células do ligamento periodontal capacidade para diferenciacdo
osteoblastica e segundo, somente as células positivas concomitantemente para os antigenos de
superficie CD146 ¢ STROI e para o fator de transcricdo Oct-4/POUSF1, apresentaram a
caracteristica de multipotencialidade. Desta maneira, estes achados sugerem que, somente a
populagdo ALP-CD146" CD105" STRO1" CD166™ Oct-4" poderia ser definida como célula
mesenquimal indiferenciada. A expressao do Oct-4/POUSF1 tem sido investigada em células
tronco mesenquimais adultas com o intuito de caracterizar fontes de células pluripotentes
como alternativa as células tronco embrionarias humanas. Os poucos estudos que avaliaram a
expressdo do Oct-4/POUSF1 pelas células do ligamento periodontal verificaram tal como no
presente trabalho que, as células positivas para Oct-4 apresentam capacidade para
diferenciagdo em cé¢lulas de linhagem mesodérmica como, osteoblastos, condroblastoe e
adipocitos (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 neurdnios (Huang et al., 2009), mostrando a importancia da
expressao deste marcador na defini¢cdo da pluripotencialidade celular.

Em relagdo aos marcadores de células mesenquimais indiferenciadas, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular definiu como uns dos critérios para identificagdo das MSCs a
expressao positiva para CD105 (Dominici et al., 2006). Contudo, os resultados do presente
estudo sugerem que a pluripotencialidade celular ndo foi dependente da expressdo deste
marcador, ja que todas as populacdes foram positivamente marcadas para esse antigeno de
superficie. A Molécula de Adesdo Celular Ativada por Leucdcito (ALCAM/CD166) ¢ outro

antigeno de superficie que vem sendo empregado em conjunto com outros marcadores para
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caracterizacdo do fenétipo mesenquimal indiferenciado (Silverio et al., 2010, Trubiani et al.,
2010, Saito et al., 2014). Tal como observado para o CD105 (Endoglin), a expressdo do
antigeno CD166 (ALCAM) ndao foi determinante para conferir a caracteristica de
pluripotencialidade as populagdes celulares isoladas no presente estudo, ja que as células
CD46" /CD166" apresentaram somente potencial para diferenciacio osteoblastica. De fato,
estudos prévios observaram maior potencial osteogénico em células da medula dssea e do
ligamento periodontal que expressavam a molécula CD166 (Devlin and Sloan, 2002, Chitteti
et al., 2013), enquanto que, a indug¢do da expressio do ALCAM pelas células tronco
embriondrias humanas levou a perda da sua pluripotencialidade (Scavone et al., 2013).

O STRO-1 tem sido amplamente utilizado na identificacio de MSCs, pois a sua
expressao confere as células capacidade clonogénica e de plasticidade . Além disso, células
STRO-1 positivas apresentam maior potencial para diferenciagdo osteogénica e adipogénica,
tal como observado na populacdo ALP-CD146" do presente estudo (Simmons and Torok-
Storb, 1991, Dennis et al., 2002). Em relacdo ao antigeno CD146 ou conhecido também,
como MCAM (melanoma cell adhesion molecule), Kang et al. (2006), mostraram que o
knockdown do gene CD146 induzia a uma supressao da migracdo e proliferacdo de células
perivasculares para o interior da matriz extracelular e consequentemente, uma reducdo na
formacdo de novos vasos sanguineos. Em células da medula 6ssea de humanos, o
silenciamento do gene CD146 levou a uma redugdo significativa da atividade metabdlica, da
proliferacdo e da migracdao celular (Stopp et al., 2013). Adicionalmente, esses autores
observaram uma supressdo da atividade da fosfatase alcalina, da capacidade de formacdo de
noédulos mineralizados e de vacuolos de lipideo, quando essas células foram cultivadas sob
condi¢Oes osetogénicas e adipogénicas (Stopp et al., 2013). Em conjunto, esses dados
sugerem uma forte relagdo da expressdo da proteina CD146 (MCAM) com o perfll de
multipotencialidade das células mesenquimais indiferenciadas além, de ser uma molécula
importante para promover a angiogénese durante a cicatrizacdo tecidual.

O antigeno de supreficie CD146 (MCAM) ndo ¢ a tUnica proteina utilizada para a
caracterizagdo de pericitos. Outros dois marcadores, o neural/glial antigeno 2 (NG2) e o
CD140b/PDGFR-f} (receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas), também
tem sido utilizados na identifica¢do de células perivasculares (Gerhardt and Betsholtz, 2003,
Crisan et al., 2008, Iwasaki et al., 2013). No presente estudo, a identificagdo e isolamento dos
pericitos do ligamento periodontal foi realizada com base somente na expressao do CD146.

Isto por qué, de acordo com o estudo de Crisan et al. (2008), os quais identificaram a
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distribuicio nativa das células CD146" em diferentes tipos teciduais (musculo, pancreas,
tecido adiposo e placenta), todas as células perivasculares CD146" expressaram também, o
NG2 e o CDI140b. Além disso, esses autores observaram que, independente da origem
tecidual, somente as células CD146 positivas apresentavam in vitro as caracteristicas de
células tronco mesenquimais comparadas as células CD146 negativas.

Empregando o modelo de doencga periodontal experimental em ratos, a distribui¢do de
células CD146, CD166 e STRO1 positivas foram avaliadas na regido da furca dos primeiros
molares, apos os periodos de 3 e 14 dias de indu¢do da doenga e comparada com o lado
controle (saude periodontal). Os resultados da imunohistoquimica mostraram a presenca de
células positivas para os trés antigenos de superficie, distribuidas no interior do ligamento
periodontal, proximas ao cemento radicular, na regido do defeito de furca e nos nichos
perivasculares, independente do periodo de observagdo. Além disso, os dados mostraram uma
maior abundancia de células CD166 e STROI positivas nos dentes acometidos pela doenca
periodontal comparados ao grupo controle (saude) localizadas principalmente, nas areas
adjacentes ao cemento radicular. Esses resultados corroboram com o estudo realizado por
Chen et al. (2006), os quais observaram uma maior propor¢do de células STRO1" e CD146"
distribuidas no ligamento periodontal de dentes humanos extraidos devido a periodontite
avancada comparados com aqueles extraidos por razao ortodontica.

Analisando em conjunto os dados in vitro e in vivo do presente estudo, ¢ possivel
sugerir que as células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal possuem
origem na regido perivascular porém, nem todo pericito serd uma célula progenitora de uma
MSC. Ainda, ¢ possivel supor que o processo inflamatorio induza a um aumento do niamero
de células mesenquimais indiferenciadas na regido do defeito periodontal, as quais podem ser
resultantes da proliferacdo de células ja residentes nos tecidos periodontais e que tiveram
origem na regido perivascular. Entretanto, para elucidar melhor a origem das MSC durante o
processo de progressao da doenca periodontal, ¢ importante como proximo passo do estudo,
realizar a co-localiza¢do in situ, dos marcadores mesenquimais e para pericito, a fim de
determinar se as células CD166 e STROI1 correspondem as células perivasculares que

expressam CD146.
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7 CONCLUSAO

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

1)

2)

3)

4)

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);

As células CD146 positivas apresentam potencial para diferenciacdo
osteoblastica/cementoblastica. No entanto, somente as células que expressam
concomitantemente os antigenos de superficie CD146 e STRO-1, e o fator de
transcrigdo Oct-4/POUSF1 apresentam a caracteristica de multipotencialidade,
podendo ser classificadas como mesenquimais indiferenciadas;

As células do ligamento periodontal identificadas como CD146 negativas, mesmo
expressando marcadores mesenquimais, nao possuem a caracteristica de
multipotencialidade, uma vez que ndo apresentaram diferenciagdo em fenotipo
osteoblastico/cementoblastico e adipogénico;

Células imunomarcadas para os antigenos CD146, CD166 e STRO-1 encontram-se
distribuidas no osso alveolar, no ligamento periodontal, no cemento radicular e no

espaco perivascular dos dentes com satude e doenca periodontal.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Aprovagcio do Comité de Etica para Pesquisas em Humanos

O UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

_w COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa "Identificacdo de pericitos no
ligamento periodontal e sua caracterizacio como células mesenquimais indiferenciadas”, protocolo n°
054/2015, dos pesquisadores Karina Gonzales Silverio Ruiz e Mércia Jussara da Silva Cunha, satisfaz as exigéncias do
Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por este comité em
10/06/2015.

The Ethics Committee in Research of the Piracicaba Dental School - University of Campinas, certify that the project
"Identification of pericytes in periodontal ligament and characterization as mesenchymal stem cells”, register
number 054/2015, of Karina Gonzales Silverio Ruiz and Mércia Jussara da Silva Cunha, comply with the recommendations of
the National Health Coundil - Ministry of Health of Brazil for research in human subjects and therefore was approved by this
committee on Jun 10, 2015.
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