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RESUMO

Rovai ES. Efeito da ativagdo do receptor ativado por protease do tipo 1 (PAR1)
sobre as atividades osteogénica e cementogénica de células mesenquimais do
ligamento periodontal [tese]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2017. Verséo Corrigida.

O receptor ativado por protease do tipo 1 (PAR1) foi o primeiro membro clonado da
familia de receptores acoplados a proteina G. Sua ativacdo tem sido associada ao
reparo tecidual e cicatrizacdo 6ssea. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da ativacdo do PAR1 nas atividades osteogénica e cementogénica de células
mesenquimais do ligamento periodontal (CMLP). CMLP obtidas de 3 individuos
foram cultivadas e tratadas com meio clonogénico (MC) ou meio osteogénico (MO)
por 2, 7 e 14 dias. Depodsitos de célcio, concentracdo de calcio (sobrenadante),
atividade de fosfatase alcalina (ALP), proliferacéo celular, expresséo génica (QPCR)
e niveis proteicos (ELISA) de fatores osteogénicos e cementogénicos foram
avaliados na presenca de trombina, agonista do PAR1 ou antagonista do PARL. A
ativacdo do PARL1 levou ao aumento da formacao de depdsitos de calcio (p<0,05), o
gue foi associado ao aumento da concentracdo de calcio (p<0,05), atividade da ALP
(p<0,05) e proliferacdo celular (p<0,05). Além disso, os ensaios qPCR e ELISA
mostraram que a ativacdo do PAR1 pode aumentar a expressao génica de Runx2,
OPG e CEMP1 (p<0,05) e niveis proteicos de Runx2 e OPG (p<0,05). Em
conclusdo, nossos resultados demonstram que a ativacdo de PAR1 aumenta as

atividades osteogénica e cementogénica de CMLP.

Palavras chave: Regeneracdo periodontal, células do ligamento periodontal,

potencial osteogénico, receptor do tipo 1 ativado por protease, trombina.






ABSTRACT

Rovai ES. Effect of protease activated receptor type 1 (PAR1) activation on the
osteogenic activity of periodontal ligament cells [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Versao Corrigida.

Protease activated receptor 1 (PAR1) was the first cloned member of the G protein-
coupled receptor family. Its activation has been associated to tissue repair and bone
healing. The aim of the present study was to evaluate the effect of PAR1 activation
on the osteogenic and cementogenic activities of human periodontal ligament stem
cells (HPLSC). HPLSC obtained from 3 subjects and treated with a control medium
or with an osteogenic medium for 2, 7 and 14 days. Calcium deposits, calcium
concentration (supernatant), alkaline phosphatase activity (ALP), cell proliferation
and gene (qPCR) and protein expression (ELISA assay) of osteogenic and
cementogenic factors were assessed in the presence of thrombin, PAR1 specific
agonist peptide or PAR1 antagonist peptide. The activation of PARL1 led to increased
formation of calcium deposits (p<0.05), which was associated to increased calcium
concentration (p<0.05), ALP activity (p<0.05) and cell proliferation (p<0.05). Further,
gPCR and ELISA assay showed that activation of PAR1 may increase gene
expression of Runx2, OPG and CEMP1 (p<0.05) and protein levels of Runx2 and
OPG (p<0.05). In conclusion, our results demonstrate that PAR1 activation increases
osteogenic and cementogenic activities of HPLSC.

Keywords: Periodontal regeneration, periodontal ligament cells, Osteogenic

potential, Protease activated receptor type 1, Thrombin
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1 INTRODUCAO

Periodontite € uma doenca multifatorial caracterizada pela inflamacdo dos
tecidos periodontais a qual resulta na destruicdo progressiva do ligamento
periodontal e osso alveolar (American Academy of Periodontology, 2001). Embora a
terapia cirdrgica e nao cirurgica sejam efetivas no tratamento e controle dessa
doenca (Lindhe et al., 1982; Heitz-Mayfield, Lang, 2013), sabe-se que estes
tratamentos nao resultam na regeneracao significativa dos tecidos periodontais
perdidos. (Wu et al., 2017).

O uso de células mesenquimais indiferenciadas na terapia periodontal
regenerativa tem sido proposto devido a sua capacidade de diferenciar e expandir
em linhagens de células diferentes, mantendo as suas funcdes especificas (Hu et
al., 2017). As células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal
(CMLP) podem diferenciar-se em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos e
desempenham um papel importante na regeneracdo dos tecidos periodontais
(Sowmya et al., 2015). Ainda, em um estudo in vivo, Seo et al. (2004) mostraram
que quando transplantadas em defeitos periodontais criados cirurgicamente em
camundongos, as CMLP podem levar a regeneracdo do ligamento periodontal,
cemento e 0sso alveolar.

A trombina € uma serino protease a qual exerce varias atividades bioldgicas
essenciais no processo de cicatrizacao e regeneracao de tecidos periodontais (Hou
et al.,, 1998; Coughlin, 2000). A trombina leva a agregacdo e degranulacao
plaquetéria, resultando na liberacdo de diversos fatores de crescimento os quais
podem atuar na cascata de cicatrizacdo 6ssea, como recrutamento de células-
tronco, angiogénese, producdo de matriz extracelular e remodelacdo Ossea
(Coughlin, 2000; Song et al., 2005; Mackie et al., 2008). A partir dos anos 90, foi
demonstrado que alguns desses efeitos podem ser mediados pelos receptores
ativados por proteases (PAR)s. Até o momento, quatro membros da familia dos
PARs foram descritos, o PAR1, PAR3 e PAR4 que podem ser ativados pela
trombina e PAR2 que pode ser ativado por proteases endogenas e bacterianas
(Ramachandran et al., 2016).

O PARL1 foi o primeiro membro da familia dos receptores acoplados a proteina

G a ser clonado. A clivagem proteolitica do PAR1 determina uma nova sequéncia N-
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terminal que se liga ao proprio receptor, resultando em sua ativacdo, gerando um
padrao de sinalizacao intracelular (Ramachandran et al., 2016). O seu envolvimento
nos tecido periodontais foi sugerido apos ser demonstrada a expressao deste
receptor por varios tipos de células dos tecidos periodontais, tais como células
epiteliais gengivais (Rohani et al., 2010), fibroblastos gengivais humanos (Uehara et
al., 2005), osteoblastos (Pagel et al.,, 2009), células de ligamento periodontal
(Arayatrakoollikit, et al., 2008) e células monociticas (Uehara et al., 2008). Entre os
possiveis candidatos que podem ativar o PAR1 nestas células do periodonto, os
principais sdo a trombina, metaloproteinases da matriz (MMP)-1, MMP-13 e a
gingipaina.

Estudos tém sugerido um papel importante do PAR1 no reparo dos tecidos
periodontais (Rovai; Holzhausen, 2017), correlacionando sua ativacdo com a
proliferacdo de fibroblastos através da producédo de endotelina-1 (ET-1) (Ohuchi et
al., 2010) e sintese do fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e ativacao
do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) em fibroblastos gengivais (Yang
et al., 2017). Além disso, da Silva et al. (2014) demonstraram que, em pacientes
com periodontite cronica, a terapia periodontal resulta no aumento da expresséao de
PARL1 nas células do fluido gengival, o qual foi associado a diminuicdo da expressao
de biomarcadores inflamatérios, tais como a interleucina (IL)-6, IL-8, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa) e MMP-2.

Com relacdo ao metabolismo ésseo, ja foi demonstrado que a trombina via
ativacao do PAR1 regula varios aspectos da funcdo dos osteoblastos e reparo 6sseo
(Mackie et al., 2008; Sato et al., 2016). Estudos in vitro relataram que a ativacdo de
PAR1 pode levar ao aumento da proliferacdo de osteoblastos (Abraham & Mackie,
1999) e da expressao de TGF-B, fator de crescimento de fibroblastos do tipo 1 (FGF-
1) e tipo 2 (FGF-2) e CTGF (Pagel et al., 2009; Song et al., 2005). Além disso,
Arayatrakoollikit et al. (2008) demonstraram em células do ligamento periodontal que
a ativacdo do PARL1 pela trombina poderia aumentar a sintese de osteoprotegerina
(OPG), uma proteina que regula a homeostase O0ssea e diminui a ativacdo dos
osteoclastos. Corroborando com esses achados, um estudo recente observou que
uma protease ativadora de plasminogénio pode reduzir a osteoclastogénese
inflamatoéria induzida por lipopolissacarideos (LPS) através da ativacdo de PAR1
(Kanno et al., 2016). Por fim, em um modelo de reparo ésseo em camundongos

PAR1 (-/-) foi mostrado que o PAR1 atua sobre a proliferacdo de células
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mesenquimais da medula 6ssea e esta relacionado com o aumento da formacéo
0ssea e menor quantidade de osteoclastos, desempenhando um papel importante
nos estagios iniciais da reparacao 0ssea (Song et al., 2005a).

A formacdo de novo cemento é considerada um dos principais eventos da
regeneracao periodontal (Cortellini; Tonetti, 2015), pois além de se inserir as fibras
de Sharpey do ligamento periodontal, os componentes da matriz extra-celular do
cemento sao capazes de emitir sinais para recrutamento, proliferacdo e
diferenciacdo de células periodontais, regulando a regeneracdo do cemento, assim
como a regeneracdo de outros componentes periodontais (Bartold et al., 2000).
Entretanto, apesar de haver evidéncias do papel do PAR1 na reparacéo do tecido
0sseo, até 0 momento ndo se sabe a acao deste receptor na cementogénese.

Tomados em conjunto, os achados da literatura sugerem que o PAR1 pode
desempenhar um papel importante na regeneracdo dos tecidos periodontais. A
hip6tese do presente estudo € que a ativacdo do PAR1 aumenta a atividade
osteogénica e cementogénica através do aumento da formacdo de depdsitos de
calcio, concentracdo de calcio, proliferacdo celular e expressdo de fatores

osteogénicos e cementogénicos em CMLP humanas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O paradigma atual na ciéncia da saude € encontrar solucfes biologicas para
problemas biolégicos. Na periodontia, a regeneracdo de tecidos € considerada o
resultado ideal da terapia. Dessa forma, com o avanco do conhecimento nas areas
de engenharia tecidual através de novos biomateriais, técnicas inovadoras de
biologia molecular e uso de células mesenquimais, novas alternativas terapéuticas

vém sendo propostas.

2.1 REGENERACAO PERIODONTAL

A regeneracdo dos tecidos periodontais perdidos: 0sso, ligamento e cemento,
constitui-se 0 objetivo ideal da terapia periodontal. Apesar de trazer resultados
satisfatérios no controle da doenca, o tratamento periodontal através da raspagem e
alisamento radicular ndo promove a neoformacao significativa dos tecidos perdidos
(Arzate et al.,, 2015). Nestes casos, ocorre apenas uma reparagcao tecidual,
principalmente pela formacdo de um epitélio juncional longo no lugar da bolsa
periodontal (Caton; Zander, 1979).

Os osteoblastos e as células do ligamento periodontal participam ativamente na
restauracdo da arquitetura e funcéo original do periodonto por meio da capacidade
de sintetizar fatores importantes no processo de formacdo de osso alveolar e na
regeneracao periodontal (Aukhil, 1991). No entanto, para que ocorra regeneracao,
0S eventos da cicatrizacdo devem progredir de maneira organizada e em uma
sequéncia programada, a fim de que células progenitoras apropriadas possam
migrar para o sitio e aderir a superficie radicular, onde irdo proliferar e diferenciar-se
em componentes teciduais de um aparato de insergéo periodontal funcional (Bartold
et al., 2000). O sucesso da proliferacdo, migracdo e maturacdo de células
progenitoras depende da disponibilidade de fatores de crescimento apropriados na
matriz extracelular, os quais controlardo a expressao génica destas células (Aukhil,

1991; Ivanovski et al.,, 2006). Na auséncia destes componentes moleculares e
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celulares, a cicatrizacdo pode ser comprometida levando a reparacédo ao invés de
regeneracao dos tecidos periodontais (Han et al., 2014).

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo fibroso vascularizado altamente
especializado e situado entre o cemento e a parede do alvéolo dental. O ligamento é
composto de matriz extracelular ndo-colagena, constituintes extracelulares de fibras
coldgenas, osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos, restos epiteliais de Malassez,
macrofagos, cementoblastos e rico em células mesenquimais indiferenciadas (de
Oliveira et al., 2003; Seo et al., 2004; Bartold; Narayanan, 2006).

As células do ligamento periodontal sdo importantes componentes na
manutencao da funcdo normal do ligamento e estdo envolvidas na regeneracédo dos
tecidos periodontais, principalmente, na mediacdo da formacdo éssea durante o
remodelamento do osso alveolar (Somerman et al., 1990). Dessa forma, 0 sucesso
na regeneracao periodontal pode ser alcancado através de uma seletiva migracao,
proliferacao e diferenciacdo das células do ligamento periodontal.

O processo de diferenciacdo osteoblastica consiste de trés fases: proliferacéo
com formacdo de matriz, maturacdo e mineralizacdo (Afzal et al., 2004). Durante
este processo, ocorre a expressao de genes osteogénicos especificos nas células
do ligamento, incluindo o Runx2, osteopontina (OPN), fosfatase alcalina (ALP) e
osteocalcina (OC) (Qian et al., 2010).

A ALP é um marcador precoce de diferenciacdo das células osteogénicas
(Wlodarski; Reddi, 1986). No periodonto, ela pode regular a homeostase 0ssea,
formacédo de cemento e remodelacdo do ligamento periodontal (Ram et al., 2015).
Ainda, uma vez que um estudo de periodontite experimental mostrou uma
associacao entre a ALP e profundidade de sondagem (Nakamura; Slots, 1983), tem-
se sugerido que a ALP pode servir futuramente como um monitor de estabilidade da
doenca e um marcador secundario para o planejamento e monitoramento da
doenca.

O Runx2 é um fator de transcricdo especifico de osteoblastos, sendo
considerado o mais importante regulador de diferenciacdo osteoblastica,
osteogénica e formacdo Ossea (Yamaguchi et al.,, 2000). Além disso, foi
demonstrado que baixos niveis de Runx2 no fluido gengival estdo associados a

progressao da periodontite em humanos (Horie et al., 2016).
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A OC é uma proteina associada a matriz 6ssea e secretada pelos osteoblastos
nos estagios mais maduros de mineralizacdo 6ssea. No periodonto, niveis altos
desta proteina no fluido gengival vém sendo relacionados com a remodelacdo 6ssea
(Giannobile et al., 2003).

OPN funciona como moduladora da mineralizacdo da matriz 6ssea (Beresford
et al., 1984). Um aumento na sua expressao € observado em osteoblastos maduros
em locais de formacao e reabsorcao 0ssea. Ainda, tem-se sugerido que a OPN pode
exercer um papel nas doencas periodontais, uma vez que a mesma tem sido
implicada no recrutamento e estimulacdo de macréfagos e linfécitos em resposta a
infec¢des ndo especificas (Ram et al., 2015).

Além da expressédo destes genes, a OPG e o RANKL, 0s quais sdo expressos
pelos osteoblastos, também tém sido associados com a osteoclastogénese. O
RANKL liga-se ao seu receptor RANK na superficie do osteoclasto precursor,
determinando sua ativacdo e diferenciagdo em um osteoclasto maduro. A OPG
funciona como um falso receptor de RANKL, dessa forma, impedindo sua ligacdo ao
receptor RANK em osteoclastos, inibindo a ativacdo de osteoclastos. Acredita-se
gue a OPG e 0 RANKL sejam genes essenciais na osteoclastogénese, sendo que a
razdo OPG/RANKL pode determinar a diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos
(Lacey et al., 1998).

A cementogénese € considerada o processo mais importante da regeneracao
periodontal (Cortellini; Tonetti, 2015). Para que ela ocorra, diversas moléculas
presentes na matriz extra-celular devem atuar na proliferacdo e diferenciacao
cementoblastica, assim como na formac¢éo de uma nova matriz de cemento (Bartold
et al., 2000). CEMP1 é a principal proteina reguladora da cementogénese, ele
desempenha papel importante no metabolismo local, regulando a diferenciacdo
cementoblastica e a inducdo da deposicdo de cemento (Bermudez et al., 2015).
Outra molécula importante neste processo € o CAP, o qual vem sendo relacionado
as fases tardias da cementogénese, principalmente pela sua capacidade de recrutar
células cementoblasticas para a superficie radicular (Barkana et al., 2000).

Diversas abordagens clinicas para regeneracao periodontal foram propostas ao
longo dos anos. No entanto, os resultados obtidos em longo prazo por essas
técnicas sao limitados, tendo aplicabilidade apenas em casos especificos como
classes Il de furca em molares inferiores e defeitos intra-0sseos (Needleman et al.,

2006; Villar; Cochran, 2010; Reddy et al., 2015). Dessa forma, novas alternativas
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terapéuticas vém sendo estudadas, e a engenharia tecidual com base em células-

tronco tem-se mostrado promissora neste campo.

2.2 CELULAS MESENQUIMAIS

As células mesenquimais, as quais foram primeiramente identificadas na
medula Ossea, possuem a capacidade de diferenciar-se em uma variedade de
células, como osteoblastos, condrécitos, midcitos e adipdcitos (Hu et al., 2017).
Desta forma, estudos tém avaliado o seu potencial para regenerar, substituir, manter
e melhorar a funcao de um tecido ou 6rgao (Mao; Mooney, 2015).

A descoberta de que as células mesenquimais poderiam ser encontradas
também em tecidos dentarios trouxe bastante entusiasmo na comunidade cientifica,
principalmente por apresentar uma fonte alternativa de células mesenquimais
autégenas, as quais poderiam ser obtidas com um minimo de desconforto aos
pacientes e com boa disponibilidade numérica. Dentre as principais fontes destas
células, destacam-se as células mesenquimais da polpa dental, células
mesenquimais provenientes de dentes deciduos, células mesenquimais da papila
apical e as CMLP (Hu et al., 2017)

2.2.1CMLP

As CMLP sao células progenitoras com caracteristicas de células-tronco, ou
seja, com capacidade de diferenciarem-se em osteoblastos, cementoblastos e
fibroblastos, responsaveis pela restauragédo dos tecidos periodontais perdidos (Han
et al., 2014). O estudo de Seo et al., (2004), mostrou que quando transplantadas em
defeitos periodontais criados cirurgicamente em camundongos, as células do
ligamento periodontal podem levar a regeneracdo de ligamento periodontal e podem
estar associadas com 0 0sso trabecular no periodonto regenerado, implicando um
potencial papel funcional das células do ligamento na regeneracéo do tecido 0sseo.

Corroborando com esses achados, estudos com miniporcos observaram que as
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CMLP sao capazes de regenerar os tecidos periodontais (Liu et al., 2008; Ding et al.,
2010). Ainda, uma revisdo sistematica a qual incluiu vinte e dois estudos em
modelos animais, avaliou o potencial regenerativo das células mesenquimais
transplantadas em defeitos periodontais (Tassi et al., 2017) e concluiu que o uso de
células mesenquimais tem potencial para regenerar o periodonto. Assim, evidéncias
dos estudos da literatura sugerem que o uso de CMLP na engenharia tecidual pode

ser eficaz no tratamento das sequelas das doencas periodontais.

2.3 PAR1

O PARL1, também denominado de receptor de trombina, foi 0 primeiro membro
clonado da familia dos receptores acoplados a proteina G, com 7 dominios
transmembréanicos, cuja ativacdo ocorre através da clivagem proteolitica do dominio
N-terminal que pode ser efetuada pela trombina, gingipaina, proteina C ativada
(PCA), fator Xa (FXa), granzima A, tripsina e MMP-1 e MMP-13 (Lourbakos et al.,
2001; Jaffré et al., 2012). A clivagem proteolitica do PAR1 na ligacdo Arg41/Ser42
determina uma nova sequéncia N-terminal que se liga ao préprio receptor,
resultando em sua ativacdo automatica e gerando um padrdo de sinalizacao

intracelular (Ossovskaya; Bunnett, 2004), vide Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Ativacao do receptor PARL1 pela trombina.
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Além do PARL1, outros receptores integram a familia dos receptores ativados
por protease (PARs), o PAR3, o PAR4, os quais também podem ser ativados por
trombina, e o PAR2, que pode ser ativado por diversos tipos de proteases
endodgenas e bacterianas, desempenhando papel fundamental na inflamacéo
periodontal (Macfarlane et al., 2001, Holzhausen et al., 2005, Holzhausen et al.,
2006, Holzhausen et al., 2010, Fagundes et al., 2011, Euzebio Alves et al., 2013).

O PAR1 pode ser expresso por plaquetas, células endoteliais, células epiteliais,
fibroblastos, midcitos, neurbénios e astrocitos, e seu envolvimento no metabolismo do
tecido periodontal tem sido sugerido por diversos estudos in vitro (Déry et al., 1998;
Coughlin 1999; O’Brien et al., 2001; Austin et al., 2013) os quais verificaram a
expressao deste receptor por varias células periodontais, bem como a presenca de
seus possiveis ativadores nos tecidos periodontais. O PAR1 tem sido demonstrado
em fibroblastos gengivais humanos, células epiteliais gengivais, células do ligamento
periodontal, osteoblastos, osteoclastos e mondcitos (Lourbakos et al., 2001; Tanaka
et al., 2004; Pagel et al., 2009). Entre os possiveis candidatos que podem ativar o
PAR1 nestas células, a trombina e a gingipaina sdo as enzimas mais estudadas
(Ramachandran et al., 2016).

2.3.1 Principais ativadores do PAR1

O PARL1 pode ser ativado por diversas proteases enddgenas e bacterianas.
Nos tecidos periodontais, 0s principais possiveis ativadores do PAR1 sdo a
trombina, plasmina, triptase, MMP-1, MMP-13 e as gingipainas. No entanto, é
importante salientar que diferentes proteases podem gerar diferentes padrdes de
sinalizacdo intracelular, ativando vias canfnicas ou ndo canonicas (Ramachandran
et al., 2016).
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2.3.1.1 Ativadores enddgenos e exdgenos do PAR1

A trombina é uma serino protease enddgena que pode ser liberada a partir de
um coagulo apés uma lesdo ou inflamagéo. Nos tecidos periodontais, sugere-se que
a trombina desempenhe um papel importante nos processos de cicatrizacao
(Coughlin, 1999). Ainda, a trombina via ativacdo do PAR1 vem sendo relacionada a
varias funcdes celulares que regulam a inflamacdo e cicatrizacdo no periodonto
(Yang et al., 2017).

Plasmina € uma serino protease que ndo apenas age na degradacéo da fibrina
levando a dissolucdo do coagulo, mas também ativa MMPs, fatores de crescimento
e o PAR1. Estudos demonstraram que a plasmina pode ativar diferentes tipos de
células, desempenhando um papel no processo de remodelacdo, reparacdo e
defesa do hospedeiro (Rgmer et al., 1996; Ploplis et al., 1998; Collen, 2001). No
periodonto, Sulniute et al. (2011) mostraram que a plasmina desempenha um papel
importante na prevencao do desenvolvimento da periodontite em camundongos.

A triptase de mastdcitos € uma protease encontrada em grandes quantidades
na mucosa oral, tecido conjuntivo e fluido gengival de pacientes com periodontite
cronica (Eley; Cox, 1992). Apesar de estudos sugerirem que essa protease pode ter
papel importante na patogénese da doenca periodontal através da ativacdo do PAR2
(Holzhausen et al., 2011), até o momento pouco se sabe sobre a sua acao sobre o
PARL1.

As MMPs fazem parte da principal familia de enzimas responséaveis pela
remodelacdo de matriz extracelular (Paiva; Granjeiro, 2014). De maneira
interessante, foi demonstrado que as MMP-1 e 13 tém a capacidade de ativar o
PAR1 em sitios ndo candnicos gerando padrbes de sinalizacbes especificos para as
MMPs. A ativagdo do PAR1 pelas MMPs vem sendo estudada principalmente na
area médica, sendo relacionada as doencas cardiovasculares (Austin et al., 2013).

A gingipaina € uma protease bacteriana produzida por um dos principais
patégenos periodontais, o Porphyromonas gingivalis. Essa protease bacteriana tem
a capacidade de interagir com os receptores da superficie da célula do hospedeiro,
modulando a resposta inata (Belibasakis et al., 2010) e desempenhando papel
importante na doenca periodontal. Sabe-se que alguns dos mecanismos de acgéo

desta protease sdo mediados pelos receptores PARL e 2. A gingipaina pode ativar
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o PAR1 em células monociticas desencadeando uma superproducao de citocinas
pro-inflamatérias (Uehara et al.,, 2008) e na superficie de plaquetas levando a

agregacao plaquetaria (Lourbakos et al., 2001).

2.3.1.2 Ativadores sintéticos do PAR1

hY

Peptideos sintéticos que correspondem a sequéncia tetraédrica da porcdo
terminal do PAR podem ativar o receptor sem a necessidade que ocorra a clivagem
proteolitica (Cocks; Moffat, 2000). Com excecdo do PAR3, todos 0s outros
receptores possuem seus peptideos agonistas seletivos. O PAR1 pode ser
especificamente ativado pelo peptideo TFLLR-NH2 (Hollemberg et al., 2014). A
descoberta dos peptideos agonistas ativadores dos PARs representou um avango
importante neste campo cientifico, colaborando para a analise das acfes especificas

mediadas por esses receptores (Rovai; Holzhausen, 2017).

2.3.1.3 Antagonista do PAR1

O PAR1 possui um antagonista efetivo (Ramachandran et al., 2016), cuja
descoberta foi importante para os estudos os quais visam analisar os efeitos de seus
ativadores nao especificos, como por exemplo, a trombina. De fato, um antagonista
do PAR1 (Vorapaxar) ja vem sendo estudado e utilizado na inibicdo da ativacdo do
PAR1 pela trombina, resultando na prevencdo da agregacao plaquetaria em
pacientes com alto risco para doencgas cardiovasculares (Hollemberg et al., 2014).

2.3.2 PAR1 e aregeneracao e homeostase periodontal

Um possivel papel do PAR1 na regeneracdo e homeostase periodontal vem
sendo sugerido, uma vez que durante estes processos, varios ativadores do PAR1
podem estar presentes, como por exemplo, a trombina, plasmina, MMP-1 e MMP-13
(Rovai; Holzhausen, 2017).
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Apesar do PAR1 j& ter sido associado as ac¢fes inflamatdrias em alguns tipos
celulares, em estudo conduzido por Wong et al. (2010), camundongos PAR1+/+ e
camundongos PAR1-/-, apés serem induzidos a doenca periodontal por meio de
cepas de Porphyromonas gingivalis, ndo demonstraram diferencas com relacédo a
perda Ossea alveolar, indicando que o PAR1 ndo possui um papel relevante na
progresséo da destruicao periodontal.

Em um estudo com linhagens de mondcitos, demonstrou-se que a ativacédo do
PAR1 pela trombina e por seu peptideo agonista, leva a sintese de IL-10, uma IL
que age em macrdéfagos, principalmente na inibicdo da sintese de citocinas pro-
inflamatérias (Naldini et al., 2005). Corroborando com esses achados, esses
mesmos autores verificaram que a ativacdo do PAR1 pela trombina inibe a sintese
de IL-12, citocina relacionada com a ativacao de macréfagos.

Ainda, Ohuchi et al. (2010) demonstraram que a ativagcdo do PAR1 pela
trombina e seu peptideo agonista aumenta a taxa de proliferacdo de fibroblastos
gengivais.

Em 2014, foi demonstrado que o parstatin, um peptideo de 41 aminoacidos
liberado apds a ativacdo do PARL, exerce um potencial papel anti-inflamatorio, pois
sua presenca estd associada com um menor infiltrado de células inflamatdrias,
menor atividade de mieloperoxidase e menores niveis de mediadores pro-
inflamatorios em tecidos gengivais de ratos submetidos a doenca periodontal
experimental (Spolidorio et al., 2014).

Neste mesmo contexto, outro estudo do mesmo grupo demonstrou que a
terapia periodontal resulta em um aumento duas vezes maior da expressédo de PAR1
em células epiteliais e células imunes do fluido gengival de pacientes com
periodontite cronica, sugerindo um possivel papel protetor do PAR1 durante a fase
de reparo periodontal ap0s terapia (da Silva et al., 2014). Acredita-se que 0 aumento
da expressdo do PAR1 apoOs a terapia periodontal esteja associado a presenca

abundante de seu ativador, a trombina, durante a fase de cicatrizagao.
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2.3.2.1 PARL1 e aregeneracgdo e homeostase do tecido 6sseo

Estudos tém demonstrado que a trombina via ativacdo do PAR1 regula varios
aspectos da funcdo dos osteoblastos e reparo 6sseo (Mackie et al., 2008; Sato et al.
2016). De fato, tem sido mostrado que tanto o PAR1 quanto o PAR2 podem

desempenhar importantes papéis na homeostase do tecido 6sseo (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Efeito dos PARs na homeostase do tecido 6sseo
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Abraham e Mackie (1999) verificaram em pré-osteoblastos de camundongos
gue a ativacdo do PAR1 pela trombina resulta no aumento da sua taxa de
proliferacdo. Além disso, os autores observaram que o tratamento com anticorpos do
PAR1 impediu esse efeito, indicando que a acéo foi mediada especificamente pelo
PARL1. Na analise de ALP deste estudo, viu-se que nos osteoblastos mais imaturos,
a ativagao do PAR1 estimulou ALP, sugerindo assim um aumento na diferenciagao
osteoblastica destas células.

Em um modelo de reparo 6sseo em camundongos PAR1(-/-), Song et al.
(2005a) mostraram que o PARL1 atua sobre a proliferacdo de células mesenquimais
da medula 6ssea e esta relacionado com o aumento da formacdo 6ssea e menor
guantidade de osteoclastos, desempenhando um papel importante principalmente
nos estagios iniciais da reparacdo 6ssea. Com uma metodologia parecida, Sato et
al. (2016) demonstraram que a ativacdo do PAR1 através da trombina regula
diversas funcdes em osteoblastos de tecidos submetidos a fratura, desempenhando
papel essencial na inducdo da inflamacdo e reparacdo o6ssea. A inflamacao
desempenha papel crucial no reparo 6sseo (Sato et al., 2016). Na fase inflamatoria,
0 hematoma presente na fratura contém células mesenquimais indiferenciadas, as
quais tém alto potencial osteogénico (Sato et al., 2016). Além disso, membros da
familia do TGF-(3, e fatores angiogénicos estdo aumentados nessas areas, atuando
ativamente na cascata do reparo 6sseo (Song et al., 2005a).

Usando um modelo com camundongos PAR1 (-/-), Pagel et al., (2009)
avaliaram o efeito da ativacdo do PARL1 pela trombina e pelo seu peptideo agonista
seletivo na expressao de alguns fatores de crescimento em osteoblastos obtidos da
calvaria. Neste estudo, esses autores encontraram que a ativacdo do PAR1 resultou
no aumento da expressdo génica de TGF-B, FGF-1, FGF-2 e CTGF em
osteoblastos, também sugerindo que o PAR1 pode ter papel importante nos
primeiros estagios da regeneracdo Ossea através da modulacdo da funcéo
osteoblastica.

Em um estudo com células do ligamento periodontal, Arayatrakoollikit et al.
(2008) avaliaram o efeito da ativacdo do PAR1 pela trombina e seu peptideo
agonista na expressao génica e proteica de OPG e RANKL. Neste estudo, esses
autores observaram que a ativacdo do PAR1 estimula a sintese de OPG através de
um mecanismo poés transcricional, pela via de sinalizagdo phosphatidylinositol 3-

guinase/mTOR. Ainda, a ativacdo do PAR1 aumentou a propor¢cdo de OPG sobre
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RANKL, sugerindo assim um possivel papel do PAR1 na inibicdo da
osteoclastogénese e reabsor¢cdo dssea.

Corroborando com esses achados, Kanno et al. (2016) descobriram que a
ativacdo de PAR1 em células monociticas pela plasmina pode diminuir a
osteoclastogénese inflamatoria induzida por LPS através da inativagdo da via de
sinalizacao intracelular fator nuclear kappa beta (NF-kB), podendo representar uma

nova abordagem terapéutica a perda 6ssea causada por doencas inflamatorias.
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3 PROPOSICAO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito da ativacdo do PAR1 sobre
as atividades osteogénica e cementogénica de CMLP.
OBJETIVO ESPECIFICO 1:

O primeiro objetivo especifico deste estudo foi avaliar o efeito da ativagdo do
PAR1 sobre a formacéo de matriz mineralizada, concentracédo de calcio e atividade
de ALP por CMLP.

OBJETIVO ESPECIFICO 2:

O segundo objetivo especifico deste estudo foi avaliar o efeito da ativagdo do

PAR1 sobre a proliferacdo de CMLP.
OBJETIVO ESPECIFICO 3:
O terceiro objetivo especifico deste estudo foi avaliar o efeito da ativacao do

PAR1 sobre a expressdo dos fatores osteogénicos e cementogénicos OPN, OC,
OPG, RANKL, Runx2, CEMP1 e CAP por CMLP.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

Foram selecionados 3 pacientes jovens que passaram por atendimento na
clinica da disciplina de cirurgia dentro do ambulatério da Faculdade de Odontologia
da Universidade de Sao Paulo (FOUSP). A doacao dos dentes pelos pacientes foi
feita mediante assinatura de formulario especifico devidamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FOUSP (Protocolo 803.811) (Anexo A e B).

Os critérios de inclusdo foram: Pacientes entre 18 a 25 anos idades,
sistemicamente saudaveis e terceiros molares higidos. Foram excluidos o0s
pacientes que apresentassem doenca periodontal, pacientes com algum
comprometimento sistémico, como diabetes mellitus, terceiros molares em processo
de rizogénese incompleto, terceiros molares com processo inflamatdrio pericoronario
e terceiros molares nédo totalmente higidos.

Apés a extracao dos dentes selecionados, as células do ligamento periodontal

foram coletadas e submetidas a cultura, conforme descrito a seguir.

4.2 CULTURA CELULAR

Apés a lavagem com Tampdao fosfato-salino (PBS) dos terceiros molares
selecionados e recém-extraidos, os espécimes foram transportados em meio MEM
(a-MEM) (Gibco, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) até o laboratério
de cultura de células. Sob condi¢Bes assépticas, os dentes tiveram primeiramente o
tecido gengival aderido removido com uma cureta. O tecido do ligamento periodontal
foi obtido por meio de raspagem no terco médio da raiz, como descrito por
Somerman et al., (1988), evitando assim a eventual contaminagdo com células do
tecido gengival ou pulpar. Os tecidos coletados foram entdo fragmentados em
espécimes de 1 milimetro (mm) de espessura aproximadamente com auxilio de um
bisturi. Apés a fragmentacdo, seguiu-se a centrifugacdo em 1000 rotacOes por
minuto (rpm)/ 5 minutos (min)/ temperatura ambiente (TA). Seguidamente, 0s
espécimes foram depositados em frascos para cultura de 25 centimetros (cm)?

imersa em a-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 100
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microgramas (ug)/ mililitros (mL) de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,5
miligramas (mg)/mL de anfotericina B (MC) (todos os reagentes provenientes de
Gibco, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e mantidos em incubadora
a 37°C com 5% de CO, e 100% de umidade (Figura 4.1). Aproximadamente 5-10
dias apds as células migrarem dos tecidos (Figura 4.2) e atingirem a confluéncia
adequada (80%-90%) (Figura 4.3), os tecidos foram delicadamente removidos, as
células foram coletadas e submetidas & nova cultura em frascos de 150cm?. As
células mesenquimais do ligamento periodontal apresentaram um formato fusiforme.
Células obtidas entre a 3—7 passagem foram utilizadas nos experimentos. Foram

utilizadas células de 3 pacientes diferentes, sendo cada preparo de um unico molar.

Figura 4.1 — llustracé@o dos passos realizados para obtencao das células do ligamento periodontal

1) Lavagem dos terceiros molares com PBS; 2) Obtencdo do tecido do
ligamento periodontal através da raspagem no terco médio da raiz; 3)
Tecidos coletados foram fragmentados em espécimes de 1 mm de
espessura aproximadamente; 4) Espécimes foram transportados para um
tubo plastico tipo falcon com meio de cultura; 5) Centrifugagéo a 1000 rpm;
6) Espécimes imersos em meio de cultura transportados para uma garrafa
de cultura e mantidos em incubadora a 37°C com 5% de CO, e 100% de
umidade.
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Figura 4.2 — Células do ligamento periodontal migrando do espécime apés 10 dias de cultura.
Fotomicrografia obtida através de um microscopio invertido (100x)

(1): Espécime de aproximadamente 1 mm do ligamento periodontal; Setas: Setas
indicam as células do ligamento periodontal.

Figura 4.3 — Células do ligamento periodontal atingindo 80%-90% de confluéncia apés 14 dias de
cultura. Fotomicrografia obtida através de um microscépio invertido (100x)

(1): Espécime de aproximadamente 1 mm do ligamento periodontal; Setas: Setas
indicam as células do ligamento periodontal.
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4.3 CARACTERIZACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a identificacdo do fendtipo caracteristico de células mesenquimais, em um
pool de células obtidas de 3 pacientes diferentes, aproximadamente 5x10° células
isoladas do ligamento periodontal foram lavadas em PBS e incubadas com os
seguintes anticorpos monoclonais: CD14-FITC, CD90-FITC (eBioscience, SanDiego,
CA), CD34-FITC (Biolegend, USA), CD31-PE, CD-44- 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 citobmetro de fluxo FACSort
(Becton Dickinson). Um total de 5-10.000 eventos foi examinado usando-se um
comprimento de onda de 488 nandometros (nm). Os eventos registrados foram
analisados usando-se o software Cell Quest (Becton Dickinson). Os resultados foram

expressos como % de células positivas.

4.4 INDUCAO DA DIFERENCIACAO CELULAR

Para avaliacdo da capacidade de diferenciacdo das CMLP, as CMLP de 3
pacientes diferentes foram semeadas separadamente em placas de 24 po¢cos a uma
densidade de 25.000 células/cm?. O meio de cultura celular foi substituido por meio
clonogénico, MC (a-MEM/10% SBF) ou por meio osteogénico MO (MC acrescido de
1 uM de dexametasona - Invitrogen, 10mM de B-glicerofosfato — Sigma-Aldrich e 50
png/ml de acido ascorbico — Sigma-Aldrich). Apds 7 e 14 dias, tempo suficiente para
gue ocorra a diferenciacdo osteogénica, a linhagem osteogénica das células foi
confirmada pela marcacgéo positiva com vermelho de alizarina (descricdo detalhada
deste método segue mais adiante).
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4.5 TRATAMENTO DAS CELULAS

As CMLP de 3 pacientes diferentes foram semeadas separadamente em
placas de 24 pocos como descrito acima. As concentragfes utilizadas nos
tratamentos foram previamente testadas em um piloto (Arayatrakoollikit et al. 2008).
Sendo assim, células em MC ou MO foram estimuladas com 0,1 Unidades (U)/mL de
trombina por periodos experimentais distintos com base na analise a ser realizada.
Para comprovar se o efeito induzido pela trombina foi especificamente mediado pelo
PAR1, as culturas foram pré-tratadas com antagonista do PAR1 (FR 171113 -100
nanomolares (nM)) (Tocris Bioscience Inc, Bristol, UK) por 30 min antes do estimulo
com a trombina. Adicionalmente, as células foram expostas ao peptideo sintético
agonista de PAR1, SFLLRN (100nM) (Peptides International Inc., Louisville, KY,
USA) somente. Como controle da reacdo, células cultivadas sem a adicdo de
trombina, sem adi¢cdo de agonistas de PAR1 e sem adicdo de antagonistas de PAR1
também foram utilizadas. O meio de cultura e as células foram coletados para

analises posteriores.

4.6 ENSAIO DE MINERALIZACAO POR COLORACAO COM VERMELHO DE
ALIZARINA

A mineralizacgéo in vitro foi analisada aos 7 e 14 dias nas diferentes condi¢des
experimentais por marcacdo com vermelho de alizarina. Células de 3 pacientes
diferentes foram plagueadas separadamente. Para a coloracdo com vermelho de
alizarina, as células foram fixadas com etanol a 70% por 60 min a -20°C. Entéo, as
células foram lavadas duas vezes com agua destilada e coradas com solucdo de
vermelho de alizarina 40 micromolar (mM) (Sigma) por 10 min a temperatura
ambiente (TA). O valor de pH para a solucdo foi ajustado a 4.2 com 25% de
hidroxido de amoénia anteriormente a coloracdo. Apds a coloracdo, o excesso de
corante foi lavado com agua destilada e as imagens digitais dos depdsitos minerais
foram obtidas com auxilio de uma camera fotogréfica profissional. Para a

quantificacdo dos depdsitos de calcio, foi utilizado o método descrito por Gregory et
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al. (2004), com aliquotas (150 mL) do sobrenadante lidas em triplicata ao
comprimento de onda de 405 nm e 550 nm em espectrofotdbmetro (Epoch, Bioteck

Instruments, Winooski, Vermont, USA).

4.7 ENSAIOS DE CONCENTRACAO DE CALCIO EM SOBRENADANTE

A andlise de concentracdo de calcio em sobrenadante foi realizada nas
diferentes condi¢des experimentais aos 2, 7 e 14 dias de experimento. Células de 3
pacientes diferentes foram plagueadas separadamente. Ao fim de cada tempo
experimental, o sobrenadante foi coletado, transferido para tubos do tipo eppendorf
e armazenado a -80°C. A concentracao de célcio 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 de 3
pacientes diferentes foram lidas em triplicada ao comprimento de onda de 450 nm

em espectrofotometro (Epoch, Bioteck Instruments, Winooski, Vermont, USA).

4.8 ENSAIO DE ATIVIDADE DA ALP

A atividade de ALP foi analisada aos 2, 7 e 14 dias de experimento com 0 uso
de kits comercialmente disponiveis pela Abcam (Cambridge, UK, ab83369).
Brevemente, pocos em duplicata contendo amostras separadas de 3 pacientes
diferentes foram lavados duas vezes com PBS e uma solugéo de p-nitrofenil fosfato
foi adicionada (400 mL/poc¢o). Apds 10 min de incubacgéo a 37°C, a conversao de p-
nitrofenil fosfato em p-nitrofenol pela ALP celular foi interrompida com uma
guantidade equivalente de 3N NaOH e entdo, a absorbancia foi mensurada a 450
nm em espectrofotdmetro (Epoch, Bioteck Instruments, Winooski, Vermont, USA). A
atividade especifica de ALP foi expressa em absorbancia de p-nitrofenol (OD; 405
nm)/absorbancia de WST-1 (OD; 450 nm), o qual pode ser traduzido pela atividade

de ALP/ células viaveis.
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4.9 ENSAIO DE PROLIFERACAO

A proliferacdo celular aos 2 e 4 dias foi medida utilizando o kit Quick Cell
Proliferation Assay (ab65473, Abcam, Cambridge, MA) de acordo com as instrucdes
do fabricante. Este ensaio baseia-se na clivagem do sal de tetrazdlio WST-1 em
formazano por desidrogenases mitocondriais celulares. A proliferacdo celular é
acompanhada por um aumento da atividade das desidrogenases mitocondriais, 0
que conduz a um aumento na conversdo do sal de tetrazélio, WST-1, em formazan.
Resumidamente, as células de 3 pacientes diferentes foram plaqueadas (1 x 10°
células) separadamente. Apés tratamento com trombina, agonista do PAR-1, ou
antagonista do PAR-1+Trombina adicionou-se solucdo de WST-1 de sal de tetrazdlio
a cada poco e deixou-se a reacao ocorrer por 4 horas. A densidade 6ptica (formacgéo
de formazano) foi medida em duplicata a 440 nm com um comprimento de onda de
referéncia de 650 nm utilizando um leitor de microplacas de precisdo (Epoch,

Bioteck Instruments, Winooski, Vermont, USA).

4.10 AVALIACAO DO EFEITO DA ATIVACAO DO PAR1 SOBRE A EXPRESSAO
GENICA DE OPG, RANKL, OC, RUNX2, CEMP1 e CAP ATRAVES DA REACAO
EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (gPCR)

A expressao génica de OPG, RANKL, OC, Runx2, CEMP1 e CAP nas CMLP
foi avaliada pelo gPCR nas amostras coletadas aos 2, 7 e 14 dias ap6s cada um dos
4 tratamentos propostos (trombina, agonista do PAR1, antagonista do PAR1 +
trombina, controle) . Células de 3 pacientes diferentes foram semeadas
separadamente.

O RNA total (tRNA) foi obtido pela homogeneizacdo das amostras em Trizol
(isotiocinato de guanidina (TCG) em solucao de fenol- Invitrogen Brasil LTDA (1mL/
100uL de amostra)). Apos a homogeneizacao, as amostras foram incubadas por 5
min a TA e, entdo, centrifugadas a 12000 g (15 min, 4°C- Eppendorf Centrifuge 5417
R — Eppendorf, Califérnia, EUA). Posteriormente, 0,8mL da fase superior foram

transferidos para um novo tubo (Eppendorf) no qual foram adicionados 0,2mL de
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cloroférmio. Apds 15 segundos de agitagdo vigorosa por inversdo, os tubos foram
deixados em repouso por 2-3 min a TA, e posteriormente centrifugados a 12000 g
(15 min a 4°C). A fase aquosa sobrenadante (= 600 pL) foi, entdo, separada e
armazenada em um novo tubo.

O tRNA foi precipitado pela adicdo de um volume de isopropanol 100% para
cada volume de sobrenadante. Apos 15 segundos de agitacdo vigorosa por inversao
os tubos foram incubados por 10 min a TA e, entdo, 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). Ap6s a centrifugacdo, 0s
sobrenadantes foram descartados (vertidos) e o pellet foi lavado com 1mL de etanol
75 % (diluido em agua tratada com dietil-pirocarborato (DEPC) 0,01 % e inativada
em autoclave). Posteriormente, foi realizada nova centrifugacdo a 7600 g (5 min,
4°C), sendo os sobrenadantes novamente desprezados. Os tubos foram ainda
deixados por 10 min a TA para total secagem do pellet, dando-se inicio a digestao
das amostras com DNAse I.

Para a digestdo do DNA, os pellets secos foram ressuspendidos em 43,5 uL de
agua DEPC inativa 0,01%. Posteriormente, foram adicionados 6,5 yL do mix para
digestdao do DNA (5 uL do Tampao 10X, 0,5 uL de inibidor de RNAse e 1 pL de
DNAse | — Invitrogen Brasil LTDA) sendo o volume final obtido de 50 pL. Em
seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 15 min. Posteriormente, foi
adicionado 1 pL de solugado de parada (EDTA 25 mM) e em seguida submetido a re-
extracdo do tRNA.

Para a re-extragcao do tRNA foram adicionados 50 uL de agua DEPC inativa
0,01% as amostras previamente submetidas ao ensaio de digestdo do DNA.
Posteriormente, foram adicionados 200 pL da mistura fenol saturado em tampao
(Invitrogen Brasil LTDA) / cloroférmio 1:1 e, ap0s agitacdo por inversdo, foram

incubados por 2-3 min a TA; por fim, as amostras foram centrifugadas a 12000 g (15
min a 4°C). A seguir, a fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para um novo

tubo e a esta foram adicionados 200 pL de isopropanol 100% (para nova
precipitacdo do RNA). Apés agitacéao por 15 segundos e incubacédo por 10 min a TA,

as amostras foram centrifugadas a 12000 g (10 min a 4°C), sendo o sobrenadante,
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entdo, descartado (vertido). Posteriormente, foram adicionados 500 pyL de etanol
100% (para lavagem do pellet), as amostras centrifugadas a 7600 g, (5min, 4°C) e o
sobrenadante foi novamente descartado (vertido). Foram adicionados entdo, 500 uL
de etanol 75% (para lavagem do pellet) precedendo nova centrifugacdo a 7600 g,
(5min, 4°C), bem como nova remocédo do sobrenadante, adicionando-se por fim 500
uL de etanol 75% e congelando-se as amostras a -20°C.

Para a quantificacdo 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 yL) de agua DEPC inativa 0,01%. As
absorbancias foram entdo medidas a 260 nm em espectrofotbmetro (Eppendorf
BioPhotometer — Eppendorf, Califérnia, EUA), sendo as concentracdes de tRNA
calculadas considerando a relagdo 1 AU = 40 ug/ mL, conforme a formula: RNA g/
mL = Abs X Fator de diluicdo X 40

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

Cuidadosamente, 4 ug de tRNA (amostra) foram avolumados para 10 uyL 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 10 yL de um mix
contendo 1 uL de oligo dT (0,5 pg/ uL — Invitrogen Brasil LTDA); 1 uL da mistura de
trifosfato de desoxinucleotideos (dANTPs), a saber — 10 mM de dATP, 10 mM de
dTTP, 10 mM de dCTP e 10 mM de dGTP — Invitrogen Brasil LTDA; 4 pyL de tampao
de reacao (5 x first strand buffer), 2 yL de DTT (0,1 M), 1 yL de RNAse OUT (40 U/
ML) e, por ultimo, 1 yL da enzima Superscript Il (200 U/ uL). A fim de assegurar a
auséncia de DNA na amostra foram utilizados controles negativo da reacdo RT,
consistindo de “pool” de RNAs contendo todos os reagentes citados anteriormente
com omissao da Superscript II.

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 para
inativacdo da enzima. As amostras foram, entdo, mantidas a -20°C até serem
submetidas ao qPCR.

A reacdo qPCR foi realizada em um volume final de 12,5 pL contendo 1 uL de
cDNA (transcrito anteriormente), 0,5 yL do oligonucleotideo sense (10-5 M), 0,5 uL
do oligonuceotideo antisense (10-5 M); 4,25 uL de agua DEPC e por fim 6,25 uL de
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), o qual contém



52

Platinum® Taq DNA polimerase, corante SYBR® green |, TRIS-HCI, KCIl, 6 mM
MgCl2, 400 yM dGTP, 400 uyM dATP, 400 pM dCTP, 800 uM dUTP, uracil DNA
glicosilase (UDG) e agentes estabilizadores.

Os oligonucleotideos para OPG, RANKL, OC, Runx2, CEMP1 e CAP foram
extraidos do GenBank e foram desenhados com o auxilio do software Primer3. As
sequéncias geradas no programa Primer3 também foram analisadas no Blast quanto
a especificidade e tamanho do fragmento. Os niumeros de acesso ao GeneBank das
sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do cDNA foram os
seguintes: OPG, Hs00171068-m1; RANKL, Hs00243519-m1; OC, Hs00609452 g1,
RUNX2, NM-004348; CEMP1, Hs04185363 sl1; CAP, Hs00171965 ml e GAPDH,
a qual foi utilizada como gene constitutivo, NM_002046 (Tabela 1).

As reacbes de gPCR foram realizadas em triplicada em placas de 96-poc¢os
utilizando-se um termociclador nas seguintes condicdes: 95°C por 10 min, 40 ciclos
de 15s a 95°C e 60°C por 2 min. Todas as reacdes foram realizadas e analisadas
usando o equipamento ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Foi determinado para
cada amostra o primeiro ponto abaixo do corte fixo do produto de PCR (termed cycle
threshold, Ct). As alteragbes na expressédo do gene alvo foram calculadas usando 2—
A Ct, onde A Ct da amostra experimental (Ct gene alvo/Ct GAPDH) foi dividido pelo
da amostra controle (Ct gene alvo/ Ct GAPDH). Os experimentos contendo células
de 3 pacientes diferentes foram apresentados em expressao génica relativa (RQ) e

foram repetidos trés vezes.



Tabela 4.1 — Sequéncia dos primers utilizados para amplificagdo do cDNA

Tamanho do

Gene Sequéncia (Forward e Reverse) GenBank No. fragmento (bp)
PAR1 (R) 59-AAATGACCGGGGATCTAAGGTGGCA-39 NM_001992.3 90
PAR1 (F) 59-AGTCTGTGCGGCCCGCTGTT-39
GAPDH
(R) 59-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-39 NM_002046 189
GAPDH
(F) 59-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-39
RANKL Hs00243519-
(R) 5-GAAGGGTTGGACACCTGAA TGC-3' ml 67
RANKL
(F) 5'-5'-CACACCTCACCATCAATGCT GC-3/,
OPG (R) 5'GACATCTTTTGCAAACCGTGT3' NM_057149.1 146
OPG (F) 5'CCCATCGGGTTCCCATAAAGTC3'
OC (R) 5'GGTGCCATAGATGCGCTTG3' NM_013414.1 172
OC (F) 5'GGTGCCATAGATGCGCTTG3'
Runx2 (R) 5'GGGACCATTGGGAACTGATAGG3' NM-004348 199
Runx2 (F) 5'ATCCAGCCACCTTCACTTACACC3'
CEMP-1 NC_000016.1
(R) 5'-CCCCATTAGTGTCATCCTGC-3 0 109
CEMP-1
(F) 5-ATGGGCACATCAAGCAVCTGA-3'

Hs00171965
CAP (R) 5-AAGCGTACCATAGCAATAGCAAGA-3’ ml 160
CAP (F) 5-GTGAGGAGGACGGCACCAA-3’

4.11 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA DE RUNX2, OPG, OC E OPN.

Nas amostras obtidas dos meios de cultura (MC e MO) ap0s os tratamentos
propostos (trombina, agonista do PAR1, antagonista do PAR1 + trombina, controle),
0s niveis de OPG, OPN, OC e RUNX2 foram avaliados por meio do uso de Kkits
ELISA comercialmente disponiveis (MyBioSource.com, GenWay Biotech). Para este
ensaio, amostras separadas de 3 pacientes diferentes foram utilizadas para os

experimentos. As reacdes foram realizadas em duplicata e os resultados expressos

em picogramas (pg)/ml.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica do presente estudo foi realizada com auxilio do programa
GraphPadPrism 5.0.

Primeiramente, todos os dados foram submetidos a andlise de normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O teste One-Way ANOVA com post hoc Tukey
foi utilizado para dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos, o teste de
Kruskall Wallis com post hoc Duncan foi utilizado. O nivel de significancia de 5% foi

utilizado para todas as anélises.
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5 RESULTADOS

Para os experimentos realizados neste estudo, CMLP foram obtidas de
terceiros molares higidos de 3 pacientes jovens e saudaveis, 2 mulheres e 1 homem
(idade: 20,33+2,40), que procuravam por atendimento na clinica de pés-graduacao

da cirurgia na FOUSP. A figura 5.1 ilustra as etapas e experimentos realizados.

Figura 5.1 — Fluxograma do estudo

Células de 3 pacientes
diferentes selecionadas
para os experimentos

Caracterizagio das
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5.1 PERFIL CARACTERISTICO DAS CMLP

Os marcadores de superficie celular foram analisados através da citometria de
fluxo (Figura 5.2). As células foram positivas para CD90 (99,85%), CD44 (99,75%) e
CD146 (98,09%), e negativas para CD14 (0,66%), CD34 (1,18%) e CD31 (4,02%).

Figura 5.2 — Caracterizagdo das células através da citometria de fluxo

A

B

C
" T Comp-FITC-A Comp-FITC-A+ | """ TComp-PE-A- Comp-PE-A+ | 'Y TComp-PE-A- Comp-PE-A+
0,15 99,85 0,26 99,74 1,91 | 9809
q
¥
L CD90 80 CD44 80 CDI46|“ ‘
60 60 60 - J |
I L {
: — :
40 40 40 ! |
I ‘V
/
20 20 20 (
)
.f \
L | T o T LR | T T Ll L ] i L
2 2
0 40 10° 10 10° 0 40 10° T AT o 4o 10° 10t 1of
D E F
LYY v v
Comp-FITC-A- Comp-FITC-A+ Comp-FITC-A- Comp-FITC-A+ Comp-PE-A- Comp-PE-A+
99,34 0,66 98,82 118 95,98 4,02
80 80 80
CD14 CD34 CD31
60 A 60 50
1 ; =
40 / U 40 40
20 } 20} 20
Saliell B ot INLEGAE AL NN bAoA (RN .D. ll_\ | R | T T T L Rl | Liddi T T
2 2 0 .2 3 4 5
o 4 10° 10t 10° 0 4o 10° 10t 10° 10 10 10 10

A: Marcacgao para CD90; B: Marcacdo para CD44; C: Marcacdo para CD146; D:
Marcacao para CD14; E: Marcacéao para CD34; F: Marcacao para CD31.
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5.2 A ATIVACAO DO PAR1 LEVA A MAIOR DEPOSICAO DE CALCIO EM
CMLP

A formacé@o de depésitos de calcio foi avaliada através da coloracdo com
vermelho de alizarina aos 7 e 14 dias (Figura 5.3 e 5.4). De uma maneira geral, uma
maior formacdo de depoésitos de célcio foi observada nos grupos com MO em
comparacao com o MC. Apoés 7 dias, o tratamento com a trombina e o peptideo
agonista do PAR1 levaram a um aumento significativo na formacéo de depdsitos de
calcio em comparacdo com o MO+Controle (p<0,05). Além disso, o tratamento com o
antagonista do PAR1 impediu a acdo da trombina, (p<0,05), sugerindo que o
aumento na formacdo de depdsitos de célcio pela trombina foi mediado
especificamente pelo receptor PAR1. Aos 14 dias, com excecdo do MC, todos os
grupos apresentaram niveis elevados de coloracdo com vermelho de alizarina.
Assim como observado aos 7 dias, a ativacdo do PAR1 pela trombina e seu
peptideo agonista aumentou a formacéo de depositos de célcio quando comparados
ao MO+Controle (p<0,05), enquanto o tratamento com o0 antagonista do
PAR1+trombina diminuiu significantemente a formacéo de depdsitos mineralizados
(p<0,05) quando comparado aos grupos MO+Controle, MO+Trombina e
MO+Agonista do PAR1 (Figura 5.3 e 5.4).
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Figura 5.3 — Efeitos do PAR1 na formacgédo de depésitos de calcio apos 7 e 14 dias de experimento

7 dias

MC MO+Controle = MO+Agonista MO+Trombina MO+Antagonistada
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14 dias
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do PAR1 PAR1+Trombina

(Magnificagao 100x)

A-J e L-U) Efeitos do PAR1 na formacgdo de depédsitos de célcio pela coloracdo de vermelho de
alizarina ap0s 7 e 14 dias (A-E e L-P: zero de magnificacdo, F-J e Q-U: Magnifica¢cdo 100x).
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Figura 5.4 — Analise quantitativa do ensaio do vermelho de alizarina apés 7 e 14 dias de experimento.
Os dados estdo em média e desvio padrao (DP); n = 3 pacientes
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A e B) Andlise quantitativa da formacao de depdsitos de calcio apds 7 e 14 dias de experimento. Os
dados estdo em média e SD; n = 3 pacientes diferentes.

*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo MO+Controle (p<0,05).

#: Diferenca significativa quando comparado com o grupo MO+Trombina (p<0,05).

§: Diferenca significativa quando comparado aos grupos tratados com MO (p<0,05).

5.3 ATIVACAO DO PAR1 AUMENTOU A CONCENTRACAO DE CALCIO EM
CMLP

A concentracao de célcio em sobrenadante foi avaliada apés 2, 7 e 14 dias de
experimento (Figura 5.5). Corroborando com os achados do ensaio de depdsito de
calcio, aos 2 e 7 dias, os tratamentos com agonista do PAR1 e a trombina
resultaram de formas similares em um aumento significativo na concentracdo de
calcio quando comparados com MC e o MO+Controle (p<0,05). Além disso, o
tratamento com o antagonista do PAR1 impediu o aumento da concentracdo de
calcio pela acdo da trombina, sugerindo que a acdo da trombina foi mediada
especificamente pela ativacdo do PARL1. (p<0,05). Apos 14 dias, ndo houve diferenca
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significativa entre os grupos tratados com MO, enquanto a menor concentracdo de
calcio foi demonstrada no MC.

Figura 5.5 — Andlise de concentracdo de calcio apés 2, 7 e 14 dias de experimento. Os dados estédo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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A: Analise de concentragdo de calcio aos 2 dias ; B: Andlise de concentragdo de calcio aos 7 dias; C:
Analise de concentracéo de calcio aos 14 dias.

*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo MO+Controle (p<0,05).

#: Diferenca significativa quando comparada com o grupo MO+Trombina (p<0,05).

§: Diferenca significativa quando comparada aos grupos tratados com MO (p<0,05).

5.4 EFEITO DA ATIVACAO DO PAR1 NA ATIVIDADE DE ALP

A atividade da ALP foi avaliada aos 2, 7 e 14 dias (Figura 5.6). Em todos os
tempos experimentais, 0s tratamentos com o agonista do PAR1 e a trombina
resultaram de formas similares no aumento da atividade de ALP em comparagao
com o grupo MO+Controle (p <0,05). Além disso, o bloqueio do receptor pelo seu

antagonista impediu a acdo da trombina, sugerindo que a acao foi mediada pelo
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PAR1 (p <0,05). Aos 7 e 14 dias, observou-se uma menor atividade de ALP no

grupo MC em comparacao com os grupos tratados com MO (p<0,05).

Figura 5.6 — Analise de atividade de ALP apos 2, 7 e 14 dias de experimento. Os dados estédo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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A: Andlise da atividade de ALP aos 2 dias ; B: Analise da atividade de ALP aos 7 dias; C: Analise da
atividade de ALP aos 14 dias.

*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo MO+Controle (p<0,05).

#: Diferenca significativa quando comparado com o grupo MO+Trombina (p<0,05).

§: Diferenca significativa quando comparado aos grupos tratados com MO (p<0,05).

5.5 EFEITO DA ATIVACAO DO PAR1 NA PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacdo celular foi avaliada em 2 e 4 dias (Figura 5.7). A ativacdo do
PAR1 através do agonista do PAR1 e da trombina aumentou de forma similar a taxa
de proliferacéo celular, aos 2 dias, no MC. Além disso, o bloqueio do PAR1 impediu
a acao trombina, indicando que a acéo foi mediada especificamente pelo receptor
PAR1. Aos 4 dias, no meio controle, a ativacdo do PARL1 pelo peptideo agonista

especifico aumentou a proliferacdo celular quando comparado com o controle



62

(p<0,05). Com relagédo ao MO, o bloqueio do PAR1 diminuiu a taxa de proliferacéo
celular em comparagdo com o controle, aos 2 dias (Figura 5.7). Nenhuma diferenca

significativa foi encontrada entre os grupos aos 4 dias, no MO.

Figura 5.7 — Analise de proliferacdo celular ap6és 2 e 4 dias de experimento. Os dados estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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A: Andlise de proliferagdo dos grupos em MC aos 2 dias; B: Analise de proliferacdo dos grupos em
MC aos 4 dias; C: Analise de proliferacéo dos grupos em MO aos 2 dias; D: : Analise de proliferacédo
dos grupos em MO aos 4 dias.

*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle (p<0,05).

#: Diferenca significativa quando comparada com o grupo Trombina (p<0,05).
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56  EFEITO DA ATIVACAO DO PAR1 NA EXPRESSAO GENICA DE FATORES
OSTEOGENICOS E CEMENTOGENICOS

Neste estudo, as expressdes dos fatores osteogénicos (Runx2, OPG, OC e
RANKL) e cementogénicos (CEMP1 e CAP) foram avaliadas por gPCR. Nesse
experimento, as células foram tratadas com MC e MO na presenca de trombina,
agonista especifico do PAR1 e antagonista do PAR1+trombina, nos tempos 2, 7 e 14
dias.

Aos 2 dias, os resultados demonstraram que os tratamentos com trombina e
agonista do PAR1 estimularam o aumento significativo da expressdo génica de
Runx2 no MO (p <0,05) (Figura 5.8). Além disso, o bloqueio do PAR1 com o seu
antagonista especifico impediu esta acdo, sugerindo que a acao da trombina foi
mediada especificamente pelo PAR1 (p <0,05). Aos 7 dias, no MC, o mesmo padrao
foi observado (Figura 5.9). Nenhuma diferenca significativa foi observada nos outros

tempos experimentais (Figura 5.10).

Figura 5.8 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expressdo génica de Runx2 aos 2 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*. Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
8: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
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Figura 5.9 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expresséo génica de Runx2 aos 7 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
§: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

Figura 5.10 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expressdo génica de Runx2 aos 14 dias. Os valores
estdo apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Em relacdo a expressdo génica de OPG, aos 7 dias, no MC, a ativacdo do

PAR1 pela trombina e agonista PAR1 levaram ao aumento da expressdo de OPG

em comparacdo com o controle (p<0,05), enquanto o tratamento com antagonista do

PAR1 impediu esse efeito (p<0,05) (Figura 5.12). Nao foram encontradas diferencas

significativas nos outros tempos experimentais (Figuras 5.11 e 5.13).

Figura 5.11 — Efeito da ativacdo do PAR1 na expresséo génica de OPG aos 2 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.12 — Efeito da ativacdo do PAR1 na expresséo génica de OPG aos 7 dias. Os valores estdo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
§: Diferenga significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
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Figura 5.13 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expresséo génica de OPG aos 14 dias. Os valores estédo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Expressao génica significativa de RANKL foi observada apenas aos 14 dias, no

MO, no entanto, sem diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 5.14).

Figura 5.14 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expressdo génica de RANKL aos 14 dias, no meio
osteogénico. Os valores estdo apresentados em meédia e DP; n = 3 pacientes
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A ativacdo do PAR1 ndo alterou significativamente a expressdo génica de OC
em nenhum dos tempos experimentais e meios de cultura (Figuras 5.15, 5.16 e
5.17).
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Figura 5.15 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expresséo génica de OC aos 2 dias. Os valores estdo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.16 — Efeito da ativacdo do PAR1 na expressado génica de OC aos 7 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.17 — Efeito da ativagdo do PARL1 na expresséo génica de OC aos 14 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Na analise da expressdo dos fatores cementogénicos, aos 2 dias, nho MO,
apenas a ativacdo do PARL1 pelo agonista especifico aumentou a expressao génica
de CEMP1 (p<0,05) (Figura 5.18). Além disso, a ativagcdo do PAR1 aumentou a
expressdo génica de CEMP1, aos 7 dias (p<0,05), enquanto o bloqueio do PAR1
impediu este efeito (p<0,05) (Figura 5.19). Aos 14 dias, o tratamento com a trombina
aumentou a expressao de CEMP-1 em comparagdo com o controle, e esse efeito
nao foi afetado pelo tratamento com o antagonista do PAR1, sugerindo que neste

tempo especifico, esse efeito ndo foi mediado pelo PAR1 (p<0,05) (Figura 5.20).
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Figura 5.18 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expressdo génica de CEMP1 aos 2 dias. Os valores
estdo apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*. Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

Figura 5.19 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expressdo génica de CEMP1 aos 7 dias. Os valores
estdo apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*. Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
8: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).



70

Figura 5.20 — Efeito da ativacdo do PAR1 na expressdo génica de CEMP1 aos 14 dias. Os valores
estdo apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

A ativacdo do PARL1 ndo alterou a expressdo génica de CAP em nenhum dos

tempos experimentais e meios de cultura (Figuras 5.21, 5.22 e 5.23).

Figura 5.21 — Efeito da ativac@o do PAR1 na expresséo génica de CAP aos 2 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.22 — Efeito da ativagdo do PAR1 na expresséo génica de CAP aos 7 dias. Os valores estdo

apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.23 — Efeito da ativacdo do PAR1 na expresséo génica de CAP aos 14 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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EFEITO DA ATIVACAO DO PAR1 NOS NIVEIS POTEICOS DE
FATORES OSTEOGENICOS

Aos 2 dias, no MC, a ativagcdo do PARL1 pela trombina e agonista do PAR1

levaram a um aumento nos niveis proteicos de Runx2 (p <0,05) (Figura 5.24). Ainda,

neste mesmo tempo experimental, o bloqueio do receptor impediu essa acdo da
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trombina (p <0,05). Aos 14 dias, no MO, o mesmo padrdo foi observado (Figura
5.26). Nao foram encontradas diferencas significativas em relagdo aos outros

tempos experimentais e meios de cultura (Figura 5.25).

Figura 5.24 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de Runx2 aos 2 dias. Os valores estédo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
§: Diferencga significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

Figura 5.25 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de Runx2 aos 7 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes

Niveis proteicos de Runx2 - 7 dias
MO

1.5+ MC
MC+Controle

MC+Agonista do PAR1
MC+Trombina

MC+Antagonista do PAR1+Trombina
MO+Controle

MO+Agonista do PAR1
MO+Trombina

MO+Antagonista do PAR1+Trombina

SEECNEAEO




73

Figura 5.26 — Efeito da ativacdo do PAR1 nos niveis proteicos de Runx2 aos 14 dias. Os valores
estdo apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*. Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
§: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

Em relacdo ao efeito da ativacdo do PAR1 nos niveis proteicos de OPG, aos 2
dias, no MC, a ativacao do receptor elevou os niveis de OPG em relacdo ao controle
(p <0,05), enquanto o seu bloqueio impediu este efeito (p <0,05) (Figura 5.27). Aos 7
dias, no MO, o tratamento com a trombina aumentou profundamente os niveis de
OPG em comparacao com todos os grupos (p<0,05), enquanto o bloqueio do PAR1
com o0 seu antagonista especifico diminuiu significativamente este efeito (p<0,05)
(Figura 5.28). Além disso, ap6s 14 dias, no MC, o tratamento com a trombina e o
antagonista do PAR1 aumentou os niveis de OPG em comparagdo com 0S grupos
controle e agonista do PAR1 (p<0,05) (Figura 5.29). Ndo foram encontradas

diferencas significativas nos outros tempos experimentais.
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Figura 5.27 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de OPG aos 2 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
§: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).

Figura 5.28 — Efeito da ativagdo do PARL nos niveis proteicos de OPG aos 7 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
8: Diferenca significativa quando comparado com o grupo Trombina do mesmo tempo experimental e
meio de cultura (p<0,05).
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Figura 5.29 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de OPG aos 14 dias. Os valores estdo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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*. Diferenca significativa quando comparado com o grupo Controle do mesmo tempo
experimental e meio de cultura (p<0,05).

N&o houve diferencas significativas entre os grupos de tratamentos nos
diferentes tempos experimentais avaliados em relacdo aos niveis proteicos de OC e
OPN (Figuras 5.30 a 5.35).

Figura 5.30 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de OC aos 2 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.31 — Efeito da ativacdo do PAR1 nos niveis proteicos de OC aos 7 dias. Os valores estédo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.32 — Efeito da ativacdo do PAR1 nos niveis proteicos de OC aos 14 dias. Os valores estéo
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.33 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de OPN aos 2 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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Figura 5.34 — Efeito da ativagdo do PAR1 nos niveis proteicos de OPN aos 7 dias. Os valores estdo
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Figura 5.35 — Efeito da ativacdo do PARL1 nos niveis proteicos de OPN aos 14 dias. Os valores estao
apresentados em média e DP; n = 3 pacientes
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6 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo indicam pela primeira vez que a ativacao do
PAR1 pela trombina e seu agonista especifico aumentam a atividade osteogénica e
cementogénica em CMLP, resultando em maior formacdo de depdsitos de calcio,
atividade de ALP, proliferacdo celular e expressdo de fatores osteogénicos e
cementogénicos.

Inicialmente, células obtidas do ligamento periodontal de trés doadores foram
caracterizadas por citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que as células
eram positivas para CD146, CD90 e CD 44, e ao mesmo tempo negativas para CD
14, 31 e 34, sendo estes dados compativeis com a literatura para caracterizacao de
CMLP (Choi et al., 2015). De fato, o CD146, o qual foi positivo em 98,08% das
células, € o marcador mais importante para a caracterizacdo destas células, sendo
utilizado em ensaios de selecdo de células mesenquimais.

A ativacdo do PAR1 pela trombina e seu peptideo agonista especifico
aumentou a formacédo de depdsitos de calcio aos 7 e 14 dias e a concentracao de
calcio aos 2 e 7 dias, sugerindo que em CMLP, o receptor desempenha um papel
importante no processo de mineralizagdo. Além disso, o bloqueio do PAR1 diminuiu
a formacéao de depdsitos de célcio, indicando que o aumento nos depdsitos de calcio
observado no tratamento com a trombina foi mediado especificamente pelo PARL.
Corroborando com esses achados, a literatura mostra um papel importante do PAR1
no metabolismo e reparo 6sseo (Song et al., 2005; Mackie et al., 2008; Pagel et al.,
2009; Sato et al., 2016). Ainda, em um estudo sobre reparo 6sseo em camundongos
PAR1 (-/-) foi mostrada uma maior formagédo 6ssea em camundongos PAR1+/+ em
comparacdo com camundongos PAR1-/-, aos 9 dias apds a lesdo Ossea criada
cirurgicamente, indicando que o PAR1 desempenha um papel importante no reparo
0sseo (Song et al., 2005).

Curiosamente, o bloqueio do PAR1 com seu antagonista reduziu a
mineralizacdo in vitro até mesmo em comparacdo com 0 controle osteogénico,
sugerindo assim a presenca de algum ativador endégeno do PAR1 durante o
processo de diferenciagdo e mineralizagéo, e ainda, que o PAR1 desempenha um
papel fundamental nesses dois processos. Durante a formacdo e reparo 0sseo in

vivo, alguns ativadores do PAR1 podem estar presentes, como a plasmina, trombina
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e as MMPs (Mackie et al., 2008). Demonstrou-se que a MMP-13 é expressa por
células mesenquimais humanas durante a diferenciacdo osteogénica (Ozeki et al.,
2016), desempenhando papel importante na diferenciacdo osteoblastica, bem como
na formacéao e reparo do osso alveolar. Além disso, da Silva et al. (2014) mostraram
que apoOs o tratamento periodontal em pacientes com periodontite crénica, o
aumento da expressao de MMP-13 estd associada ao aumento da expresséo de
PAR1 no fluido gengival. Sendo assim, os dados de mineralizacdo do presente
estudo sugerem que algum ativador endégeno do PAR1, possivelmente a MMP-13
produzida pelas CMLP durante o processo de mineralizacdo, pode desempenhar um
papel importante na mineralizacdo e diferenciacdo dessas células através da
ativacdo do PARL1.

A ALP é conhecida como um marcador da diferenciacdo de osteoblastos (Lian
et al., 2004). No presente estudo, os tratamentos com trombina e o peptideo ativador
do PAR1 aumentaram a atividade de ALP em comparagdo ao controle, enquanto o
bloqueio do PAR1 diminuiu a atividade de ALP em compara¢do com o tratamento
com apenas a trombina, sugerindo assim que esses efeitos foram especificamente
mediados pelo PAR1. Corroborando com estes achados, em pré-osteoblastos de
camundongos, Abraham e Mackie (1999) encontraram em uma andlise de diferentes
populacdes celulares que em células mais imaturas, os tratamentos com a trombina
e peptideo ativador do PAR1 aumentaram a atividade da ALP. Uma possibilidade
levantada por esses autores foi que a trombina via ativacdo do PAR1 pode estimular
diretamente a diferenciacdo de células precursoras de osteoblastos. Além disso,
outra possibilidade foi que a ativacdo do PAR1 pode aumentar a proliferagdo de um
subgrupo de células que exibem um fendtipo semelhante com os osteoblastos,
gerando um numero maior de células para o processo de diferenciacdo. Por outro
lado, a ativacdo do PAR1 também foi implicada na inibicdo da atividade da ALP em
pré-osteoblastos mais maduros (Abraham; Mackie, 1999; Song et al., 2005b) e a
principal razdo € que nesse tipo de células, a ativacdo do PAR1 estimula a
proliferagcdo (Abraham; Mackie, 1999; Song et al., 2005b), e durante esse processo,
sabe-se que a diferenciacdo osteoblastica € inibida, resultando assim na reducao da
atividade de ALP (Stein; Lian, 1993).

Estudos demonstraram que a trombina possui acdo mitogénica (Coughlin; 1999,
2000). De fato, a trombina via ativacdo do PAR1 pode aumentar a proliferacao de

varios tipos de células, como osteoblastos (Abraham; Mackie, 1999; Song et al.,
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2005b), células estromais da medula 6ssea (Song et al., 2005), fibroblastos (Yang et
al. 2016), condrocitos (Kirilak et al., 2006) e astrocitos (Wang et al., 2002).
Corroborando com esses achados, no presente estudo, a trombina e o agonista do
PAR1 aumentaram a proliferacdo das CMLP em comparacdo ao controle e ao
tratamento com o antagonista do PAR1. No MO, a ativacado do PAR1 néao teve efeito
sobre a proliferagéo celular, o que pode ser explicado pelo fato de que o processo
de diferenciacao pode inibir a proliferacéo celular (Abraham; Mackie, 1999).

No presente estudo, a ativacdo do PAR1 pela trombina e agonista do PARL1
aumentou a expressao génica de Runx2 em 2 e 7 dias, enquanto o bloqueio do
PAR1 impediu esse efeito. Com relagdo aos niveis proteicos de Runx2, resultados
semelhantes foram observados em 2 e 14 dias. Em conjunto, estes achados indicam
gue o PAR1 desempenha um papel fundamental na expressao do Runx2. Uma vez
que o0 Runx2 esta envolvido na diferenciacdo de osteoblastos, regulacéo
osteogénica e na formacao 6ssea (Xu et al., 2015), esses dados corroboram com 0s
resultados obtidos nos ensaios de mineralizacdo. Além disso, embora diferencas
significativas entre os grupos tenham sido encontradas apenas em alguns
momentos, esses dados ndo sao surpreendentes, uma vez que a expressao de
Runx2 difere durante a diferenciacdo osteogénica de acordo com a regulacéo do
microambiente osteogénico (Lee et al., 1999). Sendo assim, sugere-se que a
ativacdo do PARL1 pode ter evidenciado os picos da expressdo do Runx2 durante o
processo de diferenciacdo osteogénica.

A OPG é uma proteina que atua como um falso receptor para o RANKL,
impedindo a ativacdo de osteoclastos (Simonet et al., 1997). O desequilibrio do
sistema OPG/RANKL esta associado a destruicdo tecidual em diversas patologias,
assim como a periodontite (Bostanci et al., 2007). Neste estudo, a ativacdo do PAR1
pela trombina e seu agonista aumentou a expressao génica de OPG aos em 7 dias.
Além disso, esses mesmos tratamentos levaram a um aumento dos niveis proteicos
de OPG em 2 dias, enquanto o bloqueio do PAR1 impediu este efeito. Estes dados
sugerem que PAR1 desempenha um papel na sintese de OPG em CMLP. Além
disso, uma vez que a ativacdo do PAR1 aumentou a expressdo de OPG, mas nao
teve efeito sobre o RANKL, esses achados indicam que o PAR1 pode aumentar a
proporcdo de OPG sobre o RANKL, o que poderia reduzir a reabsor¢cdo 0ssea.
Resultado similares foram encontrados por Arayatrakoollikit et al. (2008), quais

mostraram que esses mesmos tratamentos em células do ligamento periodontal
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poderiam aumentar a propor¢cao de OPG para RANKL, em 2 dias. Curiosamente, em
nosso estudo, aos 7 dias, a trombina induziu uma alta sintese de OPG, enquanto o
tratamento com o antagonista do PAR1 impediu esse efeito, sugerindo que a acéo
foi especificamente mediada pelo PAR1. No entanto, ao mesmo tempo, 0 peptideo
agonista do PAR1 né&o teve efeito. Este fato pode ser explicado pela forma de
ativacao do receptor, diferentemente do agonista do PAR1, a trombina ativa o PAR1
através da clivagem proteolitica, sendo considerado o mais potente ativador do
PAR1 (Hollemberg et al.,, 2014). Por esta razdo, neste momento especifico,
possivelmente uma maior concentracdo do agonista poderia ser necessaria para
obter os resultados encontrados no tratamento com trombina (Hollemberg et al.,
2014). Aos 14 dias, outro achado interessante foi que o antagonista do PAR1 néo
impediu um aumento na expressdao de OPG causado pelo tratamento com a
trombina, sugerindo que esse aumento tardio nao foi especificamente mediado pelo
PARL1.

Diferencas entre a expressao genética e niveis proteicos foram encontradas.
No entanto, esses achados ndo sdo surpreendentes, uma vez que por muitas
razBes, como por exemplo, regulacao pos-transcricional e diferencas na estabilidade
do RNA e da proteina, a correlacdo entre os mesmos pode ser de apenas 40%,
dependendo do sistema envolvido (Vogel; Marcotte, 2012).

A ativacdo do PAR1 néo teve efeito sobre a expressédo génica de OC e niveis
proteicos de OC e OPN. Altos niveis de OPN e OC sao encontrados em
osteoblastos nos estagios tardios da formacao e remodelacdo 6ssea (Ram et al.,
2015). Desta forma, nossos resultados sugerem que, em CMLP, a ativacdo do PAR1
nao exerce um papel nesses processos, atuando principalmente no aumento da
atividade osteogénica através do aumento da proliferacdo e diferenciacdo das
células mesenquimais.

A cementogénese é considerada 0 processo mais importante da regeneragéo
periodontal (Cortellini; Tonetti, 2015). Em nosso estudo, a ativagdo do PAR1
aumentou a expressdo génica de CEMP1, proteina que atua regulando a
diferenciacdo cementoblastica e formacédo de matrix de cemento (Bermudez et al.,
2015). Por outro lado, nossos resultados indicam que a ativacdo do PAR1 nédo tem
efeito na expressdo génica de CAP. O CAP atua nos estagios finais da
cementogénese, principalmente no recrutamento de cementoblastos e adesdo dos

mesmos na raiz do dente (Barkana et al., 2000), sendo assim, nossos resultados
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sugerem que o PAR1 pode atuar nos primeiros estagios da cementogénese, mais
especificamente na diferenciacdo cementoblastica, podendo ndo ter acdo nos
estagios mais tardios deste processo.

Por fim, conclui-se que a ativacdo do PAR1 aumenta a atividade osteogénica e
cementogénica em CMLP, tendo potencial para aumentar a regeneragcdo do
periodonto em terapias futuras, possivelmente através da liberacdo do peptideo

ativador do PAR1 em scaffolds ou membranas aplicadas em defeitos periodontais.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, a ativacdo do PAR1 aumenta as atividades osteogénica e
cementogénica de CMLP.

A ativacdo do PAR1 aumenta a formacao de depdsitos de calcio, concentracao
de calcio, atividade de ALP, proliferacdo celular e expressdo de Runx2, OPG e
CEMP1.
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Responsével pelo projeto: Profa Dra. Marinella Holzhausen Caldeira
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estdo neste documento.
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deste estudo. Uma coépia deste consentimento informado serd arquivada na
Disciplina da Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o
Paulo e outra sera fornecida a voceé.

A participacdo neste estudo ndo acarretara ao participante nenhum custo extra ao ja
incluido apos ter-se transportado até o ambulatério da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo para realizacdo das extracfes dos dentes, as quais ja
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livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.
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