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RESUMO

Franca BN. Efeito da ativacéo do receptor ativado por protease do tipo 2 (PAR-2)
sobre a atividade osteogénica de células mesenquimais do ligamento periodontal
[tese]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019.
Versao Corrigida.

O receptor ativado por protease do tipo 2 (PAR-2) esta associado a patogénese de
doencas inflamatérias cronicas, incluindo periodontite, e a ativacdo do PAR-2
desempenha papel relevante no processo inflamatorio. O objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito da ativacdo do PAR-2 na atividade osteogénica de células-tronco
do ligamento periodontal humano (PDLSCs). PDLSCs obtidos de 3 sujeitos foram
cultivados em meio controle ou em meio osteogénico por 2, 7, 14 e 21 dias.
Proliferacéo celular, atividade da fosfatase alcalina (ALP), expressdo génica (qPCR)
e expressao proteica (ensaio ELISA) de fatores osteogénicos e depositos de célcio,
concentracdo de calcio (sobrenadante) foram avaliados na presenca de tripsina (0,1
U/ml), peptideo agonista de PAR-2 (100nM), peptideo antagonista de PAR-2 (100 nM)
e peptideo controle de PAR-2. A ativacdo do PAR-2 levou a alteracdo na proliferacéo
celular, diminuicdo na formacao de depdésitos de calcio (p <0,05), na concentracdo de
calcio (p<0,05) e atividade da ALP (p <0,05). Além disso, os ensaios de qPCR e ELISA
mostraram que a ativacdo de PAR-2 pode aumentar a expressao génica e protéica de
RANKL (p<0,05) e diminuir a expressdo génica e proteica de OPG (p<0,05). Os
resultados do presente estudo demonstram que a ativacdo do PAR-2 aumenta a
proliferacéo e diminuem a atividade osteogénica dos PDLSCs, indicando que o PAR-
2 pode ser um alvo importante a ser considerado no uso de células mesenquimais do

ligamento periodontal em procedimentos regenerativos em periodontia.

Palavras-chave: Receptor ativado por protease do tipo 2 Células mesenquimais.






ABSTRACT

Franca BN. Effect of type 2 protease activated receptor (PAR-2) activation
in the osteogenic activity of the periodontal ligament stem cells [thesis]. Sdo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Corrigida.

Protease-activated receptor-2 (PAR-2) is associated with the pathogenesis of chronic
inflammatory diseases including periodontitis and PAR-2 activation plays a relevant
role in the inflammatory process. The aim of the present study was to evaluate the
effect of PAR-2 activation on the osteogenic activity of human periodontal ligament
stem cells (PDLSCs). PDLSCs obtained from 3 subjects were treated with a control
medium or with an osteogenic medium for 2, 7, 14, and 21 days. Cell proliferation,
alkaline phosphatase activity (ALP), gene (gPCR), and protein expression (ELISA
assay) of osteogenic factors and Calcium deposits, calcium concentration
(supernatant) were assessed in the presence of trypsin (0,1U/ml), PAR-2 specific
agonist peptide (100nM), PAR-2 antagonist peptide (100nM), and PAR-2 control
peptide. The activation of PAR-2 led to alteration on the cell proliferation, a decrease
in the formation of calcium deposits (p<0.05), in calcium concentration (p<0.05) and
ALP activity (p<0.05). Further, gPCR and ELISA assay showed that activation of PAR-
2 may increase gene and protein expression of RANKL (p<0.05), and decrease the
gene and protein expression of OPG (p<0.05). The results of the present study
demonstrate that PAR-2 activation increases proliferation decrease the osteogenic
activity of PDLSCs, indicating that PAR-2 may be an important target to be considered
in the use of periodontal ligament mesenchymal cells in regenerative procedures in

periodontology.

Keywords: Protease activated receptor2, Stem cells.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatoéria crénica que resulta na destruicéo
dos tecidos periodontais de sustentacdo formados pelo cemento, osso alveolar e
ligamento periodontal (Hajishengallis et al., 2015). A regeneracdo dos tecidos
periodontais perdidos € um dos objetivos da terapia periodontal (Wu et al., 2017), mas
também um grande desafio. As células-tronco parecem ser uma opcao interessante
na busca da regeneracéo periodontal devido a sua capacidade de se diferenciar e se
expandir em diferentes linhagens celulares, como osteoblastos, ostedcitos, adipécitos
e condrocitos, mantendo funcdes especificas (Hu et al., 2018). As células-tronco do
ligamento periodontal (PDLSCs) podem desempenhar um papel importante na
regeneracao dos tecidos periodontais devido a sua capacidade de se diferenciar em
osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos (Sowmya et al.,, 2015), e ja foi
demonstrado que PDLSCs desempenham um papel importante na regeneracao de
tecidos periodontais incluindo ligamento periodontal e osso trabecular (Seo et al.,
2004).

PDLSCs durante a inflamacdo exibiram deterioracdo da osteogénese em
termos de sua capacidade de mineralizar nédulos e diminuir seus niveis de expressao
de genes osteogénicos, como osteocalcina (OC), transcricdo relacionada ao fator
Runt 2 (RUNX-2) e fosfatase alcalina (ALP) (Tang et al.,, 2016). Li et al. (2014)
verificaram que PDLSCs coletados de dentes reabsorvidos tiveram expressao
aumentada do ativador Receptor do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL) e
diminuicdo da osteoprotegerina (OPG). Esse desequilibrio entre RANKL e OPG leva
a uma maior diferenciacao osteoclastica, possivelmente contribuindo para maior perda
Ossea periodontal (Boyle at al., 2003; Belibasakis et al., 2011). Além disso, os
precursores dos osteoclastos que expressam o RANK, um receptor do RANKL,
reconhecem o RANKL por meio da interacdo célula a célula e se diferenciam em

osteoclastos (Katagiri; Takahashi, 2002).

A associacdo da ativacao do receptor ativado por protease tipo 2 (PAR-2) com
a doenca periodontal foi confirmada por uma série de estudos in vitro e in vivo em
animais e humanos (Holzhausen et al., 2006Holzhausen et al., 2010Euzebio Alves et

al., 2013). A ativagdo do PAR-2 desencadeia uma resposta pro-inflamatoria nos
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tecidos periodontais devido ao aumento da secrecdo de prostaglandinas E2 e F2
(PGE2 e PGF2), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e granulécitos fator estimulante de
colonias em fibroblastos, queratindcitos, osteoblastos e neutroéfilos (Bohm et al., 1996;
Abraham; MacKie, 1999; Uehara et al., 2005).

Holzhausen et al. (2010) relataram que pacientes com periodontite cronica
tinham niveis mais elevados de expressao de PAR-2 correlacionados com niveis mais
altos de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-alfa no fluido gengival. Apos o tratamento periodontal,
0os niveis de expressdo de PAR-2 diminuiram significativamente. Esses dados
sugerem uma relacdo bidirecional direta entre a periodontite e a ativacdo do PAR-2
Fagundes et al. 2011).

Fagundes et al. (2011) demonstraram que pacientes com periodontite cronica
apresentam maior expressdo de PAR-2 em suas bolsas periodontais e maior
concentracdo de citocinas proé-inflamatérias quando infectadas por Porphyromonas
gingivalis. Euzebio Alves et al. (2013) mostraram que o PAR-2 esti associado ao
aumento de importantes mediadores inflamatdrios associados a destruicdo do
periodonto, como interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), necrose tumoral fator alfa
(TNF-alfa), metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2), metaloproteinase da matriz-8
(MMP-8), dentre outros, e o tratamento periodontal ndo cirargico levou a diminui¢ao
da expressdo do gene e proteina PAR-2, também de mediadores pré-inflamatorios,
sugerindo que o PAR-2 tem sua expressdo associada a presenca de inflamacao
periodontal.

Os efeitos que a ativacdo de PAR-2 pode ter sob PDLSCs ainda néo séo
conhecidos na literatura. Considerando o papel do PAR-2 durante o processo da
doenca periodontal, é essencial entender esses efeitos nos PDLSCs que apresentam
grande potencial na terapia de regeneragcdo dos tecidos periodontais. Assim, o
objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da ativacdo do PAR-2 na atividade
osteogénica de PDLSC periodontais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A DOENCA PERIODONTAL E SUA RELACAO COM OS RECEPTORES
ATIVADOS POR PROTEASE

A periodontite € definida como uma doenca cronica inflamatoria, de origem
infecciosa, que resulta na destruicdo dos tecidos periodontais de suporte formados
pelo cemento, osso alveolar e ligamento periodontal (Hajishengallis, 2015). Tal
destruicdo é em decorréncia da presenca persistente de microrganismos especificos
nos tecidos periodontais, em geral anaerébios ram negativos, 0s quais produzem uma
série de substancias téxicas que podem levar a uma resposta imuno-inflamatéria ndo

especifica do hospedeiro, do tipo Thl e Th2 (Schenkein et al., 2006).

Estudos indicam que as proteases (ou proteinases) bacterianas possuem a
capacidade de modular a resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro, uma vez que
podem interagir diretamente com os receptores de superficie das células de defesa
do hospedeiro (Travis et al., 2002). Recentemente foi demonstrado que as cisteino-
proteases bacterianas (gingipainas), produzidas por um importante patégeno
envolvido no desenvolvimento das doencas periodontais, a P. gingivalis, podem atuar
como moléculas sinalizadoras ao se ligarem com o receptor ativado por protease do
tipo 2 (PAR-2). Esse receptor por sua vez, possui 7 dominios transmembranicos
acoplados a proteina G, capaz de gerar uma série de sinais intra-celulares (Lourbakos
et al., 2001).

Os receptores ativados por protease (PARs) sdo caracterizados por um
mecanismo unico de ativagdo que permite atuarem como sensores celulares da
atividade proteolitica. A ativagdo dos PARs ocorre através da clivagem do dominio N-
terminal extracelular gerando uma nova sequéncia, constituida de um peptideo ligante
com 5 ou 6 aminoacidos. Em seguida, tal por¢cao terminal ligar-se-a ao quarto looping
transmembranico do proprio receptor, ativando-o e iniciando a sinalizacdo celular
(Ossovskaya; Bunnet, 2004).
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A ativacdo dos PARs é feita de maneira irreversivel, e de maneira a evitar uma
sobre-estimulagdo do mecanismo, tal receptor sofre rapida internalizacdo para que
sejam destruidos dentro dos lisossomos. Ha uma constante renovacdo desses
receptores na membrana celular através da sintese realizada no Complexo de Golgi.
Novas sensibilizagbes dos PARs dar-se-80 somente com a re-disponibilizagdo na
superficie celular (Bohm et al., 1996).

Foram identificados dentro da familia dos PARs, quatro tipos de receptores:
PAR-1, PAR-3 e PAR-4, os quais podem ser ativados por trombina; e PAR-2, o qual
pode ser ativado por tripsinas pancreaticas, extra-pancredticas (endoteliais e
epiteliais), triptase do mastécito, proteinase do tipo 3 do neutrdfilo, fatores de
coagulacéao (Vlla/ Xa), serino-protease do tipo 1 da membrana, granzimas e pela
protease bacteriana gingipaina, a qual é produzida pelo periodonto-patdgeno P.

gingivalis (Lourbakos et al., 1998).

Ainda, como mostrado por estudos de nosso grupo (Holzhausen et al., 2010),
(Euzebio Alves et al., 2013), a expressdo aumentada de PAR-2 no fluido gengival de
pacientes com periodontite cronica esta intimamente relacionada com presenca de
mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-8, entre outros, estando associado

a uma maior atividade proteolitica total (atividade do tipo tripsina).

2.2 EFEITOS DA ATIVACAO DO RECEPTOR ATIVADO POR PROTEASE DO
TIPO 2 E SUA ACAO SOBRE O PERIODONTO

A ativacao do PAR-2 parece desencadear uma resposta pro-inflamatoria nos
tecidos periodontais devido ao aumento da secrecdo de prostaglandinas E2 e F2
(PGE2 e PGF2), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e fator estimulador de coldnias de
granulécitos em fibroblastos, queratinocitos, osteoblastos e neutréfilos (Bohm et al.,
1996; Abraham LA; MacKie, 1999; Lourbakos et al., 2001; Uehara et al., 2005).

Haja visto as células presentes no ligamento periodontal expressem o PAR-2
(Lourbakos et al., 2001; Uehara et al., 2005), foi confirmada a associacao da ativacao

do PAR-2 durante o curso da doenca periodontal, o que vem sendo confirmado com
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uma série de estudos realizados in vitro e in vivo, em animais e seres humanos
(Loubakos et al., 1998; Holzhausen et al., 2006; Holzhausen et al., 2010; Fagundes et
al., 2011; Euzebio Alves et al., 2013).

2.3 CELULAS MESENQUIMAIS INDIFERENCIADAS DO LIGAMENTO
PERIODONTAL

Durante o curso da periodontite o ligamento periodontal € um dos tecidos alvo
de destruicdo. Ele é formado por tecido conjuntivo frouxo, com fibras colagenas, é
altamente vascularizado e contém em sua matriz extracelular osteoblastos,
fibroblastos, restos epiteliais de Malassez, macrofagos, cementoblastos e células
mesenquimais indiferenciadas (Nanci, 2003; Seo et al., 2004; Bartold et al., 2000-. As
células mesenquimais indiferenciadas do ligamento sdo células progenitoras que tém
capacidade de se diferenciar em células especializadas (Han et al., 2014). As células
mesequimais sao células multipotentes e possuem um grande potencial para proliferar
e diferenciar em osteoblastos, ostedcitos, adipdcitos e condrocitos (Heino et al., 2008).
Em 2016, Tang et al., mostraram que a inflamacdo pode atuar sobre as células
mesenquimais indiferenciadas do ligamento e torna-las disfuncionais quanto a sua
capacidade de diferenciacdo osteogénica. Durante a inflamacdo, essas células,
exibiram deterioracéo da osteogénese em termos de sua capacidade de formacao de
nédulos mineralizados e diminuicdo de niveis de expressao de genes osteogénicos,
como a osteocalcina (OC), transcricdo relacionada ao Runt factor 2 (RUNX-2) e
fosfatase alcalina (ALP) (Tang et al, 2016).

Li et al. (2014) apuraram que células mesenquimais indiferenciadas do
ligamento periodontal coletadas de dentes com reabsorcao radicular primaria, tiveram
expressdo aumentada nos niveis de ligante do receptor ativador do fator nuclear
Kappa-3 (RANKL) e diminuicdo da osteoprotegerina (OPG). Esse desequilibrio entre
RANKL e OPG leva a maior diferenciacdo osteoclastica, contribuindo possivelmente
para maiores perdas 0sseas periodontais (Boyle et al., 2003; Belibasakis et al., 2011).

Ainda, precursores de osteoclastos que expressam RANK, um receptor para RANKL,
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reconhecem o RANKL através da interacdo célula com célula e se diferenciam em

osteoclastos (Katagiri; Takahashi, 2002).

De maneira interessante, Amiable et al. (2009) avaliaram o impacto do PAR-2
em osteoblastos de pacientes com osteoartrite. Foi demonstrado que o PAR-2 tem um
papel na reabsorcdo O0ssea por estimular a regulacdo de fatores de remodelacéo
0ssea como MMP-1, MMP-9, IL-6 e RANKL. Como mostrado por Amiable et al. em
2009, a ativacao do PAR-2 induziu uma maior expressao de RANKL em osteoblastos,
0 que pode estar associado a maior diferenciacdo osteoclastica e aumento na

reabsorcéao ossea.

Temos ainda relacionado a remodelacdo 0ssea, importantes macromoléculas
secretadas por osteoblastos na matriz organica 6ssea como a osteocalcina (OC) e
fosfatase alcalina 6ssea (ALP), presentes durante a fase de formacdo Oéssea.
(Katchburian et al., 2004). Outras importantes moléculas que podem influenciar o
metabolismo ésseo, especificamente durante a reabsor¢ao 6ssea, incluem o ligante 2
de quimiocinas (CCL2) e o fator estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF). O
CCL2 pode ser encontrado em sitios de erup¢cdo dentaria e degradacdo Ossea, é
expresso por osteoclastos maduros e osteoblastos, sendo um importante indicativo
de presenca de osteoclastos. Ainda, o M-CSF liga-se a receptores em osteoclastos

induzindo ao aumento dos niveis de calcio no plasma (Meirelles et al., 2009).

Considerando as evidéncias mostradas na literatura, a hipétese deste estudo é
gue a ativacdo do PAR-2 pode afetar negativamente o processo de mineralizacéo
induzido em células mesenquimais do ligamento periodontal, diminuindo fatores
osteogénicos, podendo ter um importante papel durante o processo de remodelacéo

Ossea tendo poténcial em futuros tratamentos de regeneracéo periodontal.

Observamos que ainda ha a necessidade de mais estudos a fim de elucidar
0S mecanismos associados a ativacdo do PAR-2 e os efeitos dessa ativagdo sobre 0s
tecidos periodontais. Dessa forma, o objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da
ativacdo do PAR-2 sobre a atividade osteogénica de células mesenquimais do
ligamento periodontal. Especificamente, serdo avaliados os efeitos da ativacao do
PAR-2 sobre sobre o processo de mineralizacao in vitro e ainda expressao génica de
Runx2, RANKL, OPG, ALP e OC. Ainda, sera avaliado o efeito da ativacdo do PAR-2
sobre a expressdo proteica de IL-1, IL-6, OPG, CCL2, MCSF e RANKL, além da
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influéncia do PAR-2 sobre a proliferagcdo de células mesenquimais do ligamento
periodontal.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da ativacdo do PAR-2 sobre

a atividade osteogénica de células mesenquimais do ligamento periodontal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E SELECAO DE PACIENTES

Foram selecionados 3 pacientes jovens, com idades entre 18 e 27 anos,que
passaram por atendimento na clinica da Disciplina de Cirurgia dentro do ambulatério
da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sado Paulo (FOUSP). A doagé&o dos
dentes pelos pacientes foi feita mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) devidamente aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa da
FOUSP (Protocolo 803.811) (Anexos A e B). Foram selecionados terceiros molares
higidos com indicacdo de exodontia para fins ortoddnticos.

Os dentes tiveram as células do ligamento periodontal coletadas e foram
submetidas posteriormente aos tratamentos com agonistas e antagonistas especificos
do PAR-2, a fim de avaliar o efeito da ativacdo do receptor sobre a atividade

osteogénica de células do ligamento periodontal.

4.2 CULTURA DE CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Apés a extracdo, os espécimes foram transportados em meio apropriado, a-
ModifiedEagleMedium(a-MEM) (Gibco, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) até o laboratoério de cultura de células. Sob condi¢cdes assépticas, os dentes
tiveram o tecido gengival que ainda estava aderido removido e devidamente
descartado. O tecido do ligamento periodontal foi obtido por meio de raspagem do
terco médio da raiz, com curetas periodontais, evitando assim eventual contaminacéo
com o tecido gengival ou pulpar. Os tecidos coletados foram entdo fragmentados,
utilizando lamina de bisturi em uma placa estéril, em espécimes de 1mm de espessura
aproximadamente depositados em frascos para cultura de 25 cm? imersa em a-MEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 100 pg/mL de penicilina, 100

png/mL de estreptomicina e 0,5 mg/mL de anfotericina B (todos os reagentes
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provenientes de Gibco, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e mantidos
em incubadora a 37°C, 5% de CO? e 100% de umidade. Na figura 4.1 é possivel
acompanhar o processo de migracdo celular. Aproximadamente 5-10 dias apos as
células migrarem dos tecidos e atingirem a confluéncia adequada, em torno de 80 a
90%, as células foram desaderidas por Accutase® (Sigma-Aldrich, NY, USA) e
submetidas & nova cultura em frascos de 150cm2. Células obtidas entre a 3°-9°
passagem foram utilizadas nos experimentos. Todos 0s meios de cultura e
suplementos utilizados foram da Gibco (Grand Island, NY, USA).

Figrua 4.1 - Migracgéo celular a partir de um fragmento tecidual do ligamento periodontal. — Magnificacéo
x100

Fonte: O autor
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4.3 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A pureza e a homogeneidade das células foram confirmadas por analise de

citometria de fluxo.

Para a identificacdo do fendtipo de células mesenquimais, aproximadamente
5x10° células isoladas do ligamento periodontal foram lavadas em PBS, cetrifugadas

e resuspensas em PBS, quanto? e incubadas com 0s seguintes anticorpos
monoclonais: STRO-1, CD14-FITC, CD90-FITC (eBioscience, SanDiego, CA), CD34-
FITC (Biolegend, USA), CD31-PE, CD-44- PE, CD45-PE (eBioscience, SanDiego, CA)
e CD146-PE (Biolegend, USA) por 30 minutos a 4°C. A suspenséo de células foi entdo
lavada duas vezes com PBS e analisada com o citbmetro de fluxo FACSort (Becton
Dickinson). Um total de 5-10.000 eventos foram examinados usando-se um
comprimento de onda de 488 nm. e analisados usando-se o software Cell Quest

(Becton Dickinson). Os resultados foram expressos como % de células positivas.

4.4 INDUCAO DE DIFERENCIACAO CELULAR

Para a inducéo da difrenciacao celular, em osteoblastos, as células tiveram seu meio
de cultura substituido por meio controle (MC) meio de cultura a-MEM acrescido de
10% SBF ou por meio Osteogénico (MO), constituido do MC e acrescido de 0,1mM
de dexametasona (Invitrogen, 2mM de-glicerofosfato — Sigma-Aldrich) e 50 pug/ml de

acido ascorbico —(Sigma-Aldrich).

4.5 TRATAMENTO DAS CELULAS

As células do ligamento periodontal diferencias e ndo diferencidas foram
descoladas da superficie, resuspensas, e contadas, depois semeadas em placas de

24 pocos como descrito acima a uma densidade de aproximadamente 25.000
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células/cm?, Células em MC ou MO foram estimuladas com 100uM/L de tripsina do
pancreas humano (Sigma-Aldrich). Adicionalmente, as células foram expostas ao
peptideo sintético agonista do PAR-2, 100uMol/L SLIGRL-NH2 (Tocris) somente. Em
outro grupo experimental, as culturas foram pré-tratadas com 100uMol/L peptideo
controle de PAR-2 LRGILS-NH2(Tocris). Ainda, foi utilizado um grupo com 100pMol/L
do Antagonista especifico do PAR-2 FSLLRY-NH2 (Tocris) no tempo experimental
com 21 dias. Como controle da reacéo, células cultivadas sem a adicao de tripsina,
sem adicdo de agonistas de PAR-2 e sem adicdo de peptideo controle de PAR-2
também foram utilizadas. Na figura 4.2 temos um esquema dos grupos de tratamento.

Figura 4.2 - Grupos de tratamento

Controle

l MO Pep. I

MO Antagonista PAR-2

Fonte: O autor

4.6 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacao celular foi analisada em 48 e 96 horas de experimento com o uso
do kit Quick Cell Proliferation Assay (Abcam Cambridge, Reino Unido). O ensaio é

baseado na clivagem do sal tetrazdlio WST-1 em formazan pela desidrogenases
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mitocondriais. A expansdo do numero de células viaveis resultou em um aumento na
atividade das desidrogenases mitocondriais, 0 que leva ao aumento da quantidade de
corante formazan formado. O corante formazan produzido por células viaveis pode
ser quantificado por espectrofotbmetro de varios pocos (leitor de placas de

microtitulacao).

4.7 AVALIACAO DO EFEITO DA ATIVACAO DO PAR-2 SOBRE A EXPRESSAO
GENICA DE OPG, RANKL, OC E RUNX2

A expressao génica de OPG, RANKL, OC e Runx2 nas células do ligamento
periodontal foi avaliada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real-
time PCR) nas amostras coletadas aos 2, 7, 14 e 21 dias ap0s cada um dos 5
tratamentos propostos (tripsina, agonista PAR-2, Peptideo. controle PAR-2 + tripsina,

controle e antagonista + tripsina).

O RNA total (tRNA) foi obtido pela homogeneizacdo das amostras em Trizol
[isotiocinato de guanidina (TCG) em solucéo de fenol- Invitrogen Brasil LTDA (1mL/
100uL de amostra)]. Apés a homogeneizagcao as amostras foram incubadas por 5 min
a temperatura ambiente e centrifugadas a 12000 rotagBes por minuto (RPM) por 15
min, 4°C (EppendorfCentrifuge 5417R — Eppendorf, Califérnia, EUA). Posteriormente,
0,8mL do sobrenadante foram transferidos para um novo 1.5mL microtubo
(Eppendorf) no qual foram adicionados 0,2mL de cloroférmio. Apds 15 segundos de
agitacao vigorosa por inversao, os microtubos foram deixados em repouso por 2-3 min
a temperatura ambiente, e posteriormente centrifugados a 12000G (15 min a 4°C). A

fase aquosa sobrenadante (= 600 L) foi, entdo, separada em um novo microtubo.

O tRNA foi precipitado pela adicdo de um volume de isopropanol 100% para
cada volume de sobrenadante. Apds 15 segundos de agitacao vigorosa por inversao
os tubos foram incubados por 10 min a temperatura ambiente e, entéo, centrifugados
a 12000 G (10 min a 4°C).

Para a lavagem do tRNA, os sobrenadantes foram descartados (vertidos) e o
RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 100% (1 mL/mL de Trizol) e

posteriormente centrifugado a 7600 G (5 min, 4°C). Apés a centrifugagdo, o
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sobrenadante foi descartado (vertido) e o pellet foi lavado com 1mL de etanol 75% |
diluido em &gua tratada com dietil-pirocarborato (DEPC) 0,01% e inativada em
autoclave]. Posteriormente, foi feita nova centrifugacéo a 7600 rotagoes (5 min, 4°C),
sendo o sobrenadante novamente desprezado. Os tubos foram ainda deixados por 10
min a temperatura ambiente para total secagem do pellet, dando-se inicio a digestéao

das amostras com DNAse I.

Para a digestdo do DNA, os pellets secos foram re-suspendidos em 43,5 uL de
agua DEPC inativa 0,01%. Posteriormente foram adicionados 6,5 uL do mix para
digestao do DNA (5uL do Tampao 10X, 0,5uL de inibidor de RNAse e 1uL de DNAse
| — Invitrogen Brasil LTDA) sendo o volume final de 50uL. Em seguida, as amostras
foram incubadas a 37°C por 15 min. Posteriormente, foi adicionado 1L de solugéo de

parada (EDTA 25 mM) e em seguida submetido a re-extracdo do tRNA.

Para a re-extracdo do tRNA foram adicionados 50uL de agua DEPC inativa
0,01% as amostras previamente submetidas ao ensaio de digestdo do DNA.
Posteriormente, foram adicionados 200uL da mistura fenol saturado em tampéo
(Invitrogen Brasil LTDA) / cloroférmio 1:1 e, apds agitacdo por inversado, foram
incubados por 2- 3 min a temperatura ambiente; por fim, as amostras foram
centrifugadas a 12000 RPM (15 min a 4°C). A seguir, a fase aguosa (sobrenadante)
foi transferida para um novo tubo e a esta foram adicionados 200uL de isopropanol
100% (para nova precipitacdo do RNA). Apds agitacao por 15 segundos e incubacgéo
por 10 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12000 RPM
(10 min a 4°C), sendo o sobrenadante, entdo, descartado (vertido). Posteriormente
foram adicionados 500uL de etanol 100% (para lavagem do pellet), as amostras
centrifugadas a 7600 RPM, (5min, 4°C) e o sobrenadante foi novamente descartado
(vertido). Foi adicionado entdo, 500uL de etanol 75% (para lavagem do pellet)
precedendo nova centrifugacédo a 7600G, (5 min, 4°C), bem como nova remocéo do
sobrenadante, adicionando-se por fim 500 pyL de etanol 75% e congelando-se as

amostras a -20°C.

Para a quantificacéo do tRNA, as amostras contendo etanol 75% foram centrifugadas
e o pellet de tRNA foi seco. Posteriormente, o pellet de tRNA foi ressuspendido em
volume adequado (= 20-30 uL) de agua DEPC inativa 0,01%. As absorbancias foram

entdo medidas a 260nm em espectrofotbmetro (EppendorfBioPhotometer —
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Eppendorf, Califérnia, EUA), sendo as concentracdes de tRNA calculadas
considerando a relagdo 1 AU = 40 pg/mL, conforme a férmula:[RNA ug/ mL] = Abs X
Fator de diluicdo X 40

Foram consideradas adequadas as raz6es 260RNA/280PROT entre 1,8 e 2,0.

A integridade do tRNA isolado foi verificada através da eletroforese em gel de
agarose 1% diluido em tampdo TRIS acetato EDTA, contendo 2 pyL/100 mL de
brometo de etidio (0,5ug/mL), Invitrogen Brasil LTDA, aplicando-se em cada poco
(“lane”), 5uL de uma solugao contendo: 0,5uL de amostra de RNA; 3,5uL de H.ODEPC
0,01% e 1uL de tampéao de amostra (contendo glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%
e 1mM de EDTA pH 8,0), fixando-se uma voltagem de 70Voltz por aproximadamente

1 hora (até correr 2/3 do gel).

Posteriormente, os géis foram revelados sob luz ultravioleta (UV) e as imagens
foram capturadas com detector de imagem Chime-Imager 5500- Alpha Innotech
Corporation. O tempo de exposi¢cédo foi ajustado pela autoexposicdo do aparelho
(exposicdo normal para saturacdo da imagem em torno de alguns milisegundos). Por

fim, foram visualizadas as bandas 28 S e 18 S, indicadoras da integridade do RNA.

Cuidadosamente, 4ug de tRNA (amostra) foram avolumados para 10uL de H-O
DEPC inativa 0,01%. Esta solucao foi entdo aquecida a 65°C por 5 min, seguida por
choque térmico em gelo. A esta solucdo foram adicionados 10uL de um mix contendo
1uL de oligodT (0,5 pg/ pL — Invitrogen Brasil LTDA); 1uL da mistura de trifosfato de
desoxinucleotideos (ANTPs), a saber — 10 mM de dATP, 10mM de dTTP, 10mM de
dCTP e 10mM de dGTP - Invitrogen Brasil LTDA; 4uL de tampéao de reagao (5 x
firststrand buffer), 2uL de DTT (0,1M), 1uL de RNAse OUT (40U/uL) e, por ultimo, 1uL
da enzima Superscript 1l (200 U/uL). A fim de assegurar a auséncia de DNA na
amostra foram utilizados controles negativo da reagdo RT, consistindo de “pool” de
RNAs contendo todos os reagentes citados anteriormente com omissao da

Superscript II.
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A mistura foi posteriormente homogeneizada e incubada a 42°C durante 50 min
em banho-maria, sendo posteriormente incubada a 70°C durante 15 min em banho-
maria para inativacdo da enzima. As amostras foram, entdo, mantidas a -20°C até

serem submetidas a reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (real time PCR) foi realizada
em um volume final de 12,5uL contendo 1uL de cDNA (transcrito anteriormente), 0,5
ML do oligonucleotideosense (10-5 M), O,uL do oligonuceotideoantisense (10-5 M);
4,25uL de H.ODEPC autoclavada e por fim 6,25uL de Platinum® SYBR® Green
gPCRSuperMix-UDG (Invitrogen), o qual contém Platinum® Taq DNA polimerase,
corante SYBR® green I, TRIS-HCI, KCI, 6 mMMgClI2, 400uMdGTP, 400 uMdATP,
400uMdCTP, 800puMdUTP, uracil DNA glicosilase (UDG) e agentes estabilizadores.

Os oligonucleotideos para OPG, RANKL, OC e Runx2 foram extraidos do
GenBank e foram desenhados com o auxilio do software Primer3. As sequiéncias
geradas no programa Primer3 também foram analisadas no Blast quanto a
especificidade e tamanho do fragmento. Os nimeros de acesso ao GeneBank das
sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo do cDNA foram os
seguintes:  osteoprotegerina, @ Hs00171068-m1; RANKL, Hs00243519-m1;
osteocalcina, Hs00609452 g1; RUNX2, NM-004348, e B-actina, a qual foi utilizada

como gene constitutivo, Hs99999903-m1.

As reac0Oes de real-time PCR foram realizadas em triplicada em placas de 96-
pocos utilizando-se um termociclador nas seguintes condi¢des: 95°C por 10 min, 40
ciclos de 15 segundos a 95°C e 60°C por 2 minutos. Todas as reacdes foram
realizadas e analisadas usando o equipamento ABI PRISM 7000 (AppliedBiosystems).
Foi determinado para cada amostra, o primeiro ponto abaixo do corte fixo do produto
de PCR (termedcyclethreshold, Ct). As alterac6es na expresséo do gene alvo foram
calculadas usando 2—AACt, onde AAC t da amostra experimental (Ctgene alvo/Ct[3-
actina) é dividido pelo da amostra controle (Ctgene alvo/Ctp-actina). Os experimentos
de real time PCR foram repetidos trés vezes.
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48  DETECCAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO PROTEICA IL-10, IL-6, OPG,
CCL2, MCSF E RANKLE DETECCAO DOS NiVEIS DE ALP

Nas amostras dos meios de cultura, os niveis de IL-1, IL-6, OPG, CCL2, MCSF
e RANKL foram avaliados por meio do uso de kits ELISA comercialmente disponiveis
(MyBioSource.com). As reacdes foram feitas em duplicata e os resultados foram
expressos em picogramas/ml.A atividade de ALP foi aferida aos 2, 7 e 14 dias de
experimento com o usode kits comercialmente disponiveis pela Abcam (Cambridge,
UK, ab83369). As amostras separadas de 3 pacientes diferentes foram lavados duas
vezes com PBS e uma solucdo de p-nitrofenil fosfato foi adicionada (400 mL/poco).
Apo6s 10 min de incubacéo a 37°C, a conversao de pnitrofenilfosfato em p-nitrofenol
pela ALP celular foi interrompida com uso de uma solugcéo de 3N NaOH e entéo, a
absorbancia foi medida a 450 nm em espectrofotometro (Epoch, Bioteck Instruments,
Winooski, Vermont, USA). A atividade especifica de ALP foi expressa em absorbancia
de p-nitrofenol (OD; 405nm)/absorbancia de WST-1 (OD; 450 nm), considerado como
atividade de ALP/ células viaveis.

4.9 AVALIACAO DA MINERALIZACAO IN VITRO ATRAVES DA COLORACAO
COM VERMELHO DE ALIZARINA E ANALISE DE CONCENTRACAO DE CALCIO
EM SOBRENADANTE

A mineralizagéo in vitro das células mesenquimais do ligamento periodontal
foi analisada aos 7, 14 e 21 dias de experimento por marcacdo com vermelho de
alizarina. Para a coloragdo com vermelho de alizarina, as células foram fixadas com
etanol a 70% por 60 min a -20°C. Entdo, as células foram lavadas duas vezes com
agua destilada e coradas com solucdo de vermelho de alizarina 40mM (Sigma) por 10
min a temperatura ambiente. O valor de pH para a solucéo foi ajustado a 4.2 com 25%
de hidroxido de amodnia anteriormente a coloracao. Apos a coloracdo, o excesso de
corante foi lavado com agua destilada e as imagens digitais dos depdsitos minerais
foram obtidas através de fotografias digitais € aumento com microscopio com

maguinificacdo em 100x.
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A analise da concentragdo de calcio em sobrenadante foi aferida aos 2, 7 e
14 dias de experimento. Ao fim de cada tempo experimental, o sobrenadante coletado
foi transferido para tubos do tipo eppendorf e armazenado a -80°C. A concentracdo
de calcio no sobrenadante foi estimada pelo Kit de Deteccéo de Célcio adquirido da
empresa Abcam (Cambridge, UK, ab102505) de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. As amostras foram lidas em triplicada ao comprimento
de onda de 450 nm em espectrofotometro (Epoch, Bioteck Instruments, Winooski,
Vermont, USA).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
GraphPadPrism 5.01. (GraphPad Software, San Diego California). Os dados foram
expressos em média e desvio padrdao da média para todos o0s experimentos
guantitativos. Os dados obtidos foram representativos de trés experimentos
independentes realizados com células derivadas de trés doadores diferentes. Todas
as analises foram realizadas com um nivel de significancia de p<0.05. ANOVA com

teste p6s-hoc de Dunnett foi utilizada para as multiplas comparacdes.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DE CITOMETRIA DE FLUXO

Como € possivel verificar na (Figura 5.1), 99.1% de células marcaram
positivamente para CD 90, marcador importante de células mesenquimais. Além
disso, é possivel observar na (Figura 5.2) que 98.9% de células marcaram
positivamente para CD 146 e na (Figura 5.3), 99.4% de células positivas para CD 44
gue também sdo importantes marcadores para clulas mesenquimais. Pode ser
observado na (Figura 5.4) que 3.2% de células marcaram positivas para CD 31 e 0.4%
de células positivas para CD 34 que sdo marcadores de células hematopoiéticas. A
(Figura 5.5) mostra que 2.9% marcaram positivo para Stro-1, marcar de células tronco.
Esses resultados sdo condizentes com os mostrados por Choi et al em 2015 onde as
células mesenquimais do ligamento periodontal apresentaram uma forte expressao
de CD44, CD73, CD90, CD146 e CD166 nas passagens iniciais.

Esses resultados sé&o referentes a um pool feito com cultura de trés pacientes.



Figura 5.1 - 99.1% de células positivas para CD 90
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Figura 5.2 - 98.9% de células positivas para CD 146
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Figura 5.3 - 99.4% de células positivas para CD 44
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Figura 5.4 - 3.2% de células positivas para CD 31 e 0.4% de células positivas para CD 34
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Figura 5.5 - 2.9% de células positivas para Stro-1
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5.2 MINERALIZACAO

No ensaio de mineralizacdo através do vermelho de alizarina, ndo foi possivel
observar diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos testados
aos 7 e 14 dias. Porém aos 21 dias foi possivel observar uma diminuicdo da
mineralizacdo nos grupos peptideo agonista e Tripsina no meio diferenciagdo em
relacdo ao Controle do meio diferenciacdo, Grafico 5.1. Esse resultado ainda pode ser

ilustrado através da figura 5.6.

Gréfico 5.1 - Resultado Ensaio mineralizacdo — 7, 14 e 21 dias
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Fonte: O autor
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Figura 5.6 - Ensaio mineralizagdo — 21 dias - Magnificag&o x100
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Fonte: O autor

5.3 PROLIFERACAO CELULAR

Ja em relagdo aos experimentos de proliferagdo celular foram encontrados

resultados interessantes como podem ser observados nos graficos a seguir.

No gréfico 5.2 é possivel observar que o Agonista especifico do PAR-2
(SLIGRL-NH2) levou a uma diminuicdo (p<0.05) na proliferacdo celular no meio

controle, com 48 horas de experimento.

Ainda no meio controle, porém com 96 horas, é possivel observar que o
Agonista do PAR-2 (SLIGRL-NH2) levou a uma diminuicdo (p<0.05) da proliferacéo
enquanto a tripsina mostrou um estimulo significante a proliferacdo (p<0.05), em
relagéo ao grupo controle.

O Agonista do PAR-2 (SLIGRL-NH2) levou a diminui¢éo da proliferacao celular
em relacdo ao grupo controle, enquanto a tripsina levou a um aumento (p<0.05), no
meio osteogénico em 48 horas.

No meio de osteogénico em 96 horas, como pode ser observado no Grafico 2,
vemos que a tripsina levou a um aumento (p<0.05) da proliferacéo celular em relagéo
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ao grupo controle. Podemos observar também que o Grupo ativado com Agonista do
PAR-2 (SLIGRL-NH2) néo apresentou diferenca em relacao ao controle (p>0.05).

Os grupos ativados com Peptideo controle (LRGILS-NH2) e pelo Antagonista,

nao apresentaram diferenca em relacdo ao controle em nenhum grupo.

Grafico 5.2 - Resultado ensaio de proliferacdo — 48 e 96 horas - Meio controle(MC) e Meio Osteogénico

(MO)
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Fonte: O autor
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5.4 EXPRESSAO GENICA - gPCR

Em relacéo a expresséo génica foi possivel observar que os grupos Tripsina e
peptideo agonista do PAR-2 levaram a uma diminui¢do (p<0.05) da expressdo génica
da OPG aos 2, 7, 14 e 21 dias, como pode ser observado nso gréaficos 5.3 e 5.4.

Interessantemente o Agonista especifico do PAR-2 levou a um aumento
estatisticamente significante (p<0.05) da expressao génica do RANKL aos 2,7, 14 e
21 dias como pode ser observado nos graficos 5.5 e 5.6. Esse aumento (p<0.05) de
expressao génica do RANKL também ocorreu no grupo atratado com Tripsina aos
7,14 e 21 dias.

Ocorreu também a diminuicdo (p<0.05) da expressdo de RUNX2 nos grupos
peptideo agonista do PAR-2 e Tripsina como pode ser observado nos graficos 5.7 e
5.8.

Ainda, ndo houve diferenca estatisticamente significante na expressao génica
de OC entre os grupos analisados em nenhum tempo experimental, graficos 5.9 e
5.10.
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Grafico 5.3 - Resultado gPCR- Expresséo génica de OPG — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Grafico 5.4 - Resultado qPCR- Expressao génica de OPG — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Gréfico 5.5 - Resultado gPCR- Expresséao génica de RANKL — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Contole (MC)
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Grafico 5.6 - Resultado qPCR- Expressédo génica de RANKL — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico
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Gréfico 5.7 - Resultado gPCR- Expressao génica de Runx2 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Grafico 5.8 - Resultado qPCR- Expresséo génica de Runx2 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico
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Gréfico 5.9 - Resultado gPCR- Expressao génica de OC — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Gréfico 5.10 - Resultado gPCR- Expresséo génica de OC — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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5.5 DETECCAO DOS NIVEIS PROTEICOS DE RANKL, OPG, MCSF, IL-6, IL-10
e CCL2 POR ELISA

Foi possivel observar a diminuicdo (p<0.05) nos niveis de OPG aos 2,7, 14 e
21 dias nos grupos Tripsina e peptideo Agonista do PAR-2, graficos 12. Houve ainda
diminuicdo (p<0.05) nos niveis de OPG aos 7, 14 e 21 dias, em Meio osteogénico
(MO) nos grupos Tripsina e peptideo Agonista do PAR-2, grafico 5.12. No grafico 5.11

€ possivel ver os niveis de OPG em Meio Controle (MC).

Ainda, o aumento dos niveis de RANKL nos grupos Tripsina e peptideo
agonista do PAR-2 também foram mostrados através do ELISA aos 2, 7, 14 e 21 dias,
em Meio Osteogénico (MO), grafico 5.14. (p<0.05). No grafico 5.13 € possivel ver 0os
niveis de RANKL em Meio Controle (MC).

Ocorreu também a diminuicdo (p<0.05) dos niveis de RUNX2 nos grupos
peptideo agonista do PAR-2 e Tripsina como pode ser observado no grafico 5. 16 em
Meio Osteogénico (MO). No grafico 5.15 € possivel ver os niveis de OPG em Meio
Controle (MC).

Os niveis de OC nédo apresentaram resultado estatisticamente significante,
gréficos 5.17 e 5.18.

Em relacdo aos niveis de IL-6 houve uma diminuicdo (p<0.05) nos grupos
Tripsina e peptideo agonista do PAR-2 aos 2 e 7 dias. Contudo, ambos os grupos
levaram a um aumento (p<0.05) da expresséao de IL-6 aos 21 dias, gréfico 5.20, em
Meio Osteogénico (MO). No grafico 5.19 é possivel ver os niveis de IL-'6 em Meio
Controle (MC).

Ja os niveis de IL-10 apresentaram uma diminuicdo (p<0.05) nos grupos
Tripsina e peptideo agonista do PAR-2 aos 2,7,14 e 21 dias, grafico 5.22, em Meio
osteogénico (MO). No grafico 5.21 é possivel ver os niveis de IL-"10 em Meio Controle
(MC).

Os niveis de CCL2 também se apresentaram aumentados (p<0.05) nos grupos
Agonista especifico do PAR-2 e Tripsina aos 2, 7, 14 e 21 dias, grafico 5.24 em Meio
osteogénico (MO). No grafico 5.23 é possivel ver os niveis de CCL2 em Meio Controle
(MC).



65

Quanto aos niveis de MCSF ocorreu uma diminuicdo (p<0.05) nos grupos
tratados com Tripsina e Agonista do PAR-2 aos 2,7,14 e 21 dias, como pode ser
observado no gréfico 5.26, em Meio osteogénico (MO). No grafico 5.25 é possivel ver
0s niveis de MCSF em Meio Controle (MC).
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Grafico 5.11 - Resultado ELISA- Niveis de OPG - 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Grafico 5.12 - Resultado ELISA- Niveis de OPG - 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Grafico 5.13 - Resultado ELISA- Niveis de RANKL — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Grafico 5.14 - Resultado ELISA- Niveis de RANKL — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Grafico 5.15 - Resultado ELISA- Niveis de Runx2 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Grafico 5.16 - Resultado ELISA- Niveis de RUNX2 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Grafico 5.17 - Resultado ELISA- Niveis de OC — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Gréfico 5.18 - Resultado ELISA- Niveis de OC - 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Grafico 5.19 - Resultado ELISA- Niveis de II-6 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)

MC

2 dias 7 dias 14 dias 21 dias

0.3+

0.2+

(nalmil)

0.1+

0.0-

I:l CONTROLE MIC

. AGONISTA FART ML

. FEF. CONTROLE MC
. TRIFSIMA, FC

. ANTAGOMISTA PARZ MC

* - Diferenca em relacdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor



Gréfico 5.20 - Resultado ELISA- Niveis de IL-6 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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Grafico 5.21 - Resultado ELISA- Niveis de IL-10 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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Gréfico 5.22 - Resultado ELISA- Niveis de IL-10 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
MO

010 2 dias 7 dias 14 dias 21 dias

77

|:| CONTROLE MO

. AGONISTA FARZ MO

. PEF. CONTROLE MO

. TRIPSINGA, BA0

. ANTAGONISTA PARZ MO

* - Diferenca em relagdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor
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Gréfico 5.23 - Resultado ELISA- Niveis de CCL2 - 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controole (MC)
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* - Diferen¢a em relagdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor
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Gréfico 5.24 - Resultado ELISA- Niveis de CCL2 — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)
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* - Diferenca em relagdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor
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Grafico 5.25 - Resultado ELISA- Niveis de MCSF — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Controle (MC)
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* - Diferenca em relacdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor



Grafico 5.26 - Resultado ELISA- Niveis de MCSF — 2, 7, 14 e 21 dias - Meio Osteogénico (MO)

MO

2 dias 7 dias

* - Diferenca em relagdo ao grupo Controle - p<0,05.

Fonte: O autor
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5.6  DETECCAO DOS NiVEIS DE CALCIO

No gréafico 5.27 € possivel observar que os grupos Agonista do PAR-2 e

Tripsina levaram & uma diminuicdo nos niveis de célcio aos 2, 7 e 14 dias. (p<0,05.).

Gréfico 5.27 - Resultado Niveis de Calcio — 2, 7 e 14 dias

2 0 2 dias 7 dias 14 dias
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. FEF. CONTROLE M0

. TRIPSIMA B0

. ANTAGOMIETA PARZ MO

* - Diferenga em relacdo ao grupo Controle MO - p<0,05.
& - Diferenca em relacéo ao grupo Controle MC - p<0,05.

Fonte: O autor
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5.7  DETECCAO DOS NIVEIS DE ALP

No grafico 5.28 é possivel observar que os grupos Agonista do PAR-2 e

Tripsina levaram a uma diminuicdo dos niveis de ALP aos 2, 7 e 14 dias. (p<0,05.)

Gréfico 5.28 - Resultado Niveis de ALP — 2, 7 e 14 dias
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* - Diferen¢a em relacdo ao grupo Controle MO - p<0,05.
& - Diferenca em relacéo ao grupo Controle MC - p<0,05.

Fonte: O autor
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6 DISCUSSAO

Como principal resultado do presente estudo, a ativacao do PAR-2 levou a um
menor potencial de mineralizacdo e formacao de depdsitos de calcio aos 21 dias no
ensaio de mineralizacao por vermelho de Alizarina, sugerindo que a ativacéo do PAR-
2 pode estar associada a menor atividade osteogénica, efeito que parece associado
a diminuicao inicial da proliferacao celular, diminuicdo da atividade da ALP e balanco
alterado entre OPG e RANKL, onde houve um aumento da expressao génica e dos
niveis protéicos de RANKL e diminuicdo da expresséo génica e dos niveis protéicos
de OPG.

Tang e colaboradores em 2016 mostraram que 0 processo inflamatério em
PDLSCs coletadas de sitios com inflamacao gengival, torna as PDLSCs disfuncionais
em sua capacidade de diferenciacdo osteogénica inclusive em termos de sua
capacidade de mineralizar nédulos e niveis de expressao de genes osteogénicos
(Tang et al., 2016), estando de acordo com os dados observados em nosso estudo.

A ativacdo do PAR-2 e sua influéncia na proliferacado de células cancerigenas
ja foi definida em varios tipos de cancer, como pancreas, melanoma, figado, entre
outros (Zheng et al., 2009; Al-Eryani et al., 2015; Xie; Zhang, 2015) no entanto, o papel
da ativacdo de PAR-2 na proliferacdo das células mesenquimais do ligamento
periodontal ainda ndo esta claro. A tripsina é um ativador ndo especifico do PAR-2
(Ramachandran et al., 2016) e também atua em outras vias levando ao aumento da
proliferacdo celular. Entretanto, o ativador especifico de PAR-2 (SLIGRL-NH2)
mostrou uma diminui¢cdo na proliferacdo celular nas primeiras 48 horas e um retorno
a niveis semelhantes ao grupo controle em 96 horas, sugerindoo que a ativacdo
especifica do PAR-2 pode prejudicar a proliferagdo celular inicial e pode ter efeito
compensado ao longo do tempo. Este efeito da ativacdo especifica do PAR-2 na
diminuicdo da proliferagdo celular nas células mesenquimais do ligamento periodontal
ainda néo esta claro na literatura e nossos resultados mostram que mais pesquisas

devem ser feitas para elucidar este mecanismo.
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Os dados obtidos através do g-PCR mostram que a ativacao do PAR-2 levou a
uma diminuigéo na expressao do gene da OPG e um aumento na expressao do gene
RANKL em todos os tempos experimentais. Estes resultados foram corroborados pelo
ELISA que mostrou o0 mesmo padrdao nos niveis proteicos de OPG e RANK Estes
resultados sé@o consistentes com a literatura onde foi demonstrado que a ativagéo de
PAR-2 induziu aumento da expressdo de RANKL em osteoblastos, o que pode estar
associado com aumento da diferenciacdo osteoclastica e aumento da reabsorcao
o0ssea (Amiable et al., 2009).

Ainda, houve diminuicdo na expressao génica e nos niveis de Runx2 quando o
PAR-2 foi ativado em PDLSCs. Sabe-se que 0 Runx2 esta envolvido na diferenciacéo

de osteoblastos, regulacdo osteogénica e crescimento 6sseo (Lee et al., 1999).

Outra molécula importante que pode influenciar o metabolismo ésseo é a CCL2,
que pode ser encontrada em locais de erup¢do dentaria e a degradacao 0ssea, que é
expressa por osteoclastos maduros e osteoblastos (Meirelles et al., 2009). No
presente estudo, os niveis de CCL2 também aumentaram nos grupos agonista
especifico de PAR-2 e Tripsina aos 7, 14 e 21 dias, evidenciando a influéncia da

ativacdo do PAR-2 na degradacdo 6ssea.

A ALP é um importante marcador de diferenciacdo osteoblastica (Choi et al.,
2015). Sabe-se que os PDLSCSs diminuem a atividade da ALP durante o processo
inflamatario (Li et al., 2014), resultado semelhante ao encontrado no presente estudo,
onde a ativacdo do PAR-2 pela tripsina e o agonista do PAR-2 resultou em uma

atividade mais fraca da ALP.

Os achados do presente estudo sugerem fortemente que a ativagdo do PAR-2
desempenha um papel importante no metabolismo dos PDLSCs, reduzindo o
processo de osteogénese atraveés da proliferagdo celular alterada, diminuicdo da
atividade da ALP e desequilibrio entre RANKL e OPG. No entanto, mais estudos

precisam ser feitos para esclarecer esses resultados.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, a ativacdo de PAR-2 regula negativamente a atividade
osteogénica em PDLSCs. Além disso, a ativacdo do PAR-2 pode diminuir a formacéo
de depdésitos de calcio, interferir na proliferacao celular e diminuir a expressédo génica
e proteica de OPG e aumentar a expressao génica e proteica do RANKL, indicando
gue o PAR-2 pode ser um alvo importante a ser considerado no uso de células
mesenquimais do ligamento periodontal em procedimentos regenerativos em

periodontontia.
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Sabemos que existe em células da gengiva proteinas que sdo chamadas de Receptores Ativados
por Protease do Tipo 1 (PAR1). Estas proteinas tém se mostrado importante na resolucéo da
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