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BOMBARDI E. C., Angiotensina Il aumenta a diferenciacéo osteogénica de células
mesenquimais do ligamento periodontal de ratos via ativacdo do receptor de
angiotensina Il tipo 1. 2024. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024

RESUMO

O ligamento periodontal ¢ um tecido mole localizado entre o cemento e 0 0sso alveolar
responsavel pelo amortecimento da forca exercida na mastigacao, movimento ortodéntico
e pela regeneracdo do periodonto quando lesionado por patologias. A capacidade de
regeneracdo periodontal se deve pela presenca nesse tecido de células tronco, que
possuem a capacidade de se autorrenovar e se diferenciar em vérias linhagens, sendo
denominadas como células-tronco do ligamento periodontal (Periodontal Ligament Stem
Cells, PDLSc), devido a isso, tais células podem formar inimeros tecidos. Esse tecido
pode controlar o reparo dos tecidos lesionados e é capaz de secretar citocinas e
substancias que controlam a resposta inflamatoria, como a angiotensina Il (Ang II). Ha
um sistema renina-angiotensina (SRA) local evidenciado no ligamento periodontal e que
pode influenciar na regeneracdo 6ssea além de controlar a resposta inflamatoria e os danos
causados pela mesma, mas sua influéncia no metabolismo 6sseo permanece incerta e nao
sabemos sua influéncia na diferenciacdo osteogénica de PDLSc. O estudo teve como
objetivo investigar o papel da Ang Il sobre a diferenciacao osteogénica das células PDLSc
de ratos Wistar e os mecanismos envolvidos no processo. As células PDLSc foram
cultivadas em meio controle ou meio osteogénico e estimuladas com Ang Il (1000 nM),
com ou sem blogueio do receptor AT1 usando Losartana (2 uM). Durante a diferenciacédo
osteogénica das PDLSc avaliamos a proliferacdo e/ou viabilidade das células pelo método
do MTT nos dias 0, 7 e 10. A atividade da fosfatase alcalina das células foi determinada
por kit comercial nos dias 0 e 7. A mineralizacdo das células foi detectada pelo corante
vermelho de Alizarina no 14° dia. No sétimo dia avaliamos a expressao dos marcadores
de formacdo 6ssea (Osteocalcina, Osteopontina, Colageno tipo I, Sialoproteina 6ssea) e
dos fatores de transcricdo (Runx-2, Osterix, B-catenina), por gRT-PCR. Além disso,
avaliamos a expressdo dos receptores da Ang Il do tipo | (AT1) e do tipo 1l (AT2) por
gRT-PCR. Os resultados mostraram que a Ang Il nas concentracdes de 1000 e 10000 nM
potencializaram a diferenciacdo osteogénica, aumentando a atividade de fosfatase
alcalina e a mineralizag&o bioldgica. O tratamento com Losartana inibiu a mineralizago
e diminuiu a expressao de genes relacionados a formacéo déssea. Concluiu-se que a Ang
I induziu aumento na diferenciacdo e mineralizacdo das PDLSc, possivelmente através
da ativacéo do receptor AT1.

Palavras-chaves: Ligamento periodontal, Angiotensina 1lI, Osteoblastos, Sistema

Renina-angiotensina.



BOMBARDI E. C., Angiotensin Il increases osteogenic differentiation of rat
periodontal ligament mesenchymal cells via activating the angiotensin 11 type 1
receptor. Dissertation (master’s degree). School of Dentistry, Sdo Paulo State
University (UNESP), 2024.

ABSTRACT

The periodontal ligament is a soft tissue between the cementum and the alveolar bone
responsible for dampening the force exerted during chewing and orthodontic movement
and regenerating the periodontium when injured by pathologies. The capacity for
periodontal regeneration is due to the presence in this tissue of stem cells, which can self-
renew and differentiate into several lineages, being called periodontal ligament stem cells
(Periodontal Ligament Stem Cells, PDLSc). This tissue can control the repair of injured
tissues and can secret cytokines and substances that control the inflammatory response,
such as angiotensin 1l (Ang II). A local renin-angiotensin system (RAS) is evident in the
periodontal ligament, which can influence bone regeneration and control the
inflammatory response and the damage caused by it. of PDLSc. The study aimed to
investigate the role of Ang Il on the osteogenic differentiation of PDLSc cells from Wistar
rats and the mechanisms involved in the process. PDLSc cells were cultured in a control
or osteogenic medium and stimulated with Ang Il (1000 nM), with or without AT1
receptor blockade using Losartan (2 uM). During the osteogenic differentiation of
PDLSc, we evaluated the proliferation and viability of the cells using the MTT method
on days 0, 7, and 10. The alkaline phosphatase activity of the cells was determined using
a commercial kit on days 0 and 7. Alizarin red dye detected the cells' mineralization on
the 14th day. On the seventh day, we evaluated the expression of bone formation markers
(Osteocalcin, Osteopontin, Type | Collagen, Bone Sialoprotein) and transcription factors
(Runx-2, Osterix, B-catenin) by gRT-PCR. Furthermore, we evaluated the expression of
type | (AT1) and type Il (AT2) Ang Il receptors by gRT-PCR. The results showed that
Ang Il at concentrations of 1000 and 10000 nM enhanced osteogenic differentiation,
increasing alkaline phosphatase activity and biological mineralization. Losartan treatment
inhibited mineralization and decreased the expression of genes related to bone formation.
It was concluded that Ang Il increased the differentiation and mineralization of PDLSc,

possibly through the activation of the AT1 receptor.

Keywords: Periodontal ligament, Angiotensin Il, Osteoblasts, Renin-angiotensin

System.



LISTA DE ABREVIATURAS

ug — micrograma

ug/mL — microgramas por mililitro

uL — microlitro

UM — micromolar

Agt — angiotensinogénio

Ang | —angiotensina |

Ang Il — angiotensina Il

AT1 — receptor de angiotensina Il tipo 1

AT2 — receptor de angiotensina Il tipo 2

Bsp — sialoproteina 0ssea

cDNA — DNA complementar

cm?— centimetro quadrado

Collal — Colageno tipo 1 subtipo a 1

DEPC — dietilpirocarbonato

DMEM — meio Eagle modificado por Dulbecco, Dulbecco’s Modified Eagle medium
DNA - &cido desoxirribonucleico

ECA — enzima conversora de angiotensina

ECAZ2 — enzima conversora de angiotensina tipo 2

FAL — fosfatase alcalina

g/L — gramas por litro

g/mL — gramas por mililitro

MC — meio controle

mg — miligrama

mg/mL — miligrama por mililitro

mL — mililitro

mM — milimolar

MO — meio osteogénico

MSC — Mesenchymal stem cell, células-tronco mesenquimais
MTT — (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
nM — nanomolar

Ocn — osteocalcina



OPG - osteoprotegerina

Opn — osteopontina

Osx — osterix

PBS — tampao fosfato-salino, Phosphate Buffered saline

PDLSc — células tronco do ligamento periodontal, Periodontal ligament stem cells
pH - potencial hidrogenidnico

Pi — pirofosfato

PPi - pirofosfato inorganico

gRT-PCR - Reacdo de polimerase em cadeia com transcri¢ao reversa quantitativa em tempo
real

rpm — rotagdes por minuto

Runx2 - fator de transcricéo 2 relacionado a runt
SRA - sistema Renina-angiotensina

TGF-p — fator de crescimento transformador beta

U/mL — unidades por mililitro



LISTA DE FIGURAS
Figura 01. llustracdo representativa do periodonto. TC: coroa dentaria; TR: raiz do
dente; GE: epitélio gengival, TCG: tecido conjuntivo gengival; PDL: ligamento
periodontal; AB: 0SSO alveolar, HUGHES,

Figura 02. llustracdo esquematica do sistema renina-angiotensina demonstrando as
conversdes até a obtencdo de Angiotensina Il e Angiotensina 1-7 e ativacdo dos
respectivos receptores. Imagem feita através do

Y Lo = a0 (<] g oo ] 1 FETTTTTTT TR TR 20

Figura 03. Esquema ilustrativo da técnica de extracdo dos dentes e obtencéo das células
empregada. Imagem feita através do

B IO ENTE . COM...ceee et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 30

Figura 04. 1 - PDLSc de Wistar em cultura, (A) celular na passagem 2 com =70%
confluéncia; (B) PDLSc plaqueadas, coloragdo com Instant Prov Kit, Newprov® para
demonstram a morfologia celular. As fotos foram tiradas sob um microscopio optico com
uma camera digital acoplada (Olympus®) com ampliacao de 10x (A) e 4x (B). 2 - Gréafico
Dotplot dos dados de citometria de fluxo avaliados durante a quarta passagem das células.
(A) CD90, (B) CD54, (C) CD31. Os resultados sdo expressos na percentagem de células

POSITIVAS. ...ttt ettt ettt et e st e e e s b e sbe e e e e ae e e be et e ere e s te et e ete e reenbeaneenreenneeres 36

Figura 05. Viabilidade celular e dose-resposta de Ang 11 em diferentes concentragdes em
PDLSc de Wistar. 1 - Ensaio MTT nos dias 0 e 7 de PDLSc de Wistar tratado com Ang
Il em diferentes concentragcdes (100, 1000 e 10000 nM); 2 — Imagens representativas
macroscépicas de culturas coradas com Alizarina vermelha no 14° dia da diferenciacao;
3 - quantificacdo da coloracdo (As barras representam a média + DP. Os resultados
estatisticos sdo apresentados como *p< 0,05, **p < 0,01, ***p<0,001, ****p < 0,0001.
MC = Meio controle; MO = meio

(01 (=0T [=] 0T oo TR TSSOSO 37

Figura 06. Parametros bioquimicos de PDLSc de Wistar tratados com Ang Il 1000nM
durante a diferenciacdo osteogénica in vitro. Ensaio MTT dos dias 0 e 7 (A) e atividade
especifica da fosfatase alcalina no dia 7 (B). As barras representam a média = DP. Os

resultados estatisticos sdo apresentados como *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001. MC



I
<
@
o
O
o
=>
o
o
<
@)

1
<
@
o

OSTEOGBNICO. ...tttk b bbbttt b bbbt b e e 39

Figura 07. gRT-PCR para analise da expressdao génica nas células do ligamento
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1.INTRODUCAO

1.1 O Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo mole que esta localizado entre o
cemento que cobre a raiz do dente e 0 0sso que forma a parede alveolar. E um tecido
conjuntivo bem adaptado para a sua principal funcdo que € dar sustentacdo aos dentes no
0sso alveolar, atuando no amortecimento necessario durante a mastigacao, evitando danos
ao 0sso alveolar e desempenhando a tracdo necesséaria para que a mastigagdo dos
alimentos ocorra corretamente. O ligamento periodontal, além de articular o dente ao
0ss0, atua como um receptor sensorial indispensavel para o posicionamento adequado dos

0ss0s gnaticos durante a funcdo normal (BEERTSEN; MCCULLOCH; SODEK, 1997).

O ligamento periodontal contribui para a nutricdo dos dentes e exerce um papel-
chave na movimentacdo dentaria ortodontica. Vem sendo destacada sua importante
funcdo na remodelacdo do osso alveolar e tecido periodontal. (BEERTSEN;
MCCULLOCH; SODEK, 1997). Sua representacao e localizacdo estd ilustrada na figura

1, adaptada de HUGHES, 2015.

Figura 1. lustracdo representativa do periodonto. TC: coroa dentéria; TR: raiz do dente; GE:
epitélio gengival, TCG: tecido conjuntivo gengival; PDL: ligamento periodontal; AB: 0sso
alveolar, HUGHES, 2015.
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1.2. Citologia do ligamento periodontal

As células que compdem o ligamento periodontal incluem osteoblastos e
osteoclastos, fibroblastos, células dos restos epiteliais de Malassez, macrofagos e
cementoblastos. Além dessas, células do ligamento periodontal abrigam uma populacéo
de células progenitoras que migraram de locais proximos a vasos sanguineos e espagos
endosteais (NSERHAN, 2005). Em 2004, a populagdo de células-tronco mesenquimais
(MSCs) foi identificada pela primeira vez em células derivadas do tecido humano da PDL
(FINLAY; MEDZHITOV, 2007). Depois disso, muitos pesquisadores também
conseguiram isolar células-tronco do ligamento periodontal (Periodontal ligament stem
cells, PDLSc) ndo apenas de humanos, mas também de animais, e as caracterizaram em

detalhes (AGNIESZKA KRUZYNSKA-FREJTAG et al., 2004).

Essas células mesenquimais indiferenciadas possuem propriedades de
autorrenovacao e diferenciacdo em multiplas linhagens, sendo estas células denominadas
de células-tronco do ligamento periodontal (PDLSc, Periodontal ligament Stem Cells)
(SEO et al., 2004). Além disso, essas células sdo responsaveis por produzir e secretar
periostina, uma importante proteina da matriz extracelular envolvida na homeostase do
tecido periodontal e remodelacdo 6ssea local (AGNIESZKA KRUZYNSKA-FREJTAG

et al., 2004).

1.3. Células tronco do ligamento periodontal (PDLSc)

As PDLSc apresentam alta disponibilidade, boa expansdo em cultura e forte
capacidade de diferenciacdo celular em multiplas linhagens, incluindo diferenciacédo
osteogénica e, devido a isso, essas células vém sendo consideradas como Otimas
candidatas para regeneracdo 0ssea no reparo do tecido periodontal lesionado por
eventuais patologias (YU; ZHOU; WANG, 2014; TSUMANUMA et al., 2011). E

condizente com essas caracteristicas, tais células ja demonstraram forte capacidade de
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formar estruturas semelhantes ao cemento, tecidos 6sseos, novos ligamentos periodontais,
e in vivo promoveram ainda a formacao de nervos periféricos e vasos sanguineos (PARK;
JEON; CHOUNG, 2011; MENICANIN et al., 2014), gracas a essas caracteristicas, esse
grupo celular vem alcancando mais visibilidade e relevancia. Em estudos recentes, como
0 estudo de ZHAO et al em 2023 foi evidenciado in vivo a capacidade regenerativa das
PDLSc ao regenerar tecido 0sseo da calota craniana mediante lesdo induzida, gerando
novo tecido 0sseo para regenerar a area lesionada, mostrando um potencial clinico muito
interessante para esse grupo celular, principalmente no ambito da medicina regenerativa

(ZHAO et al 2023).

1.4. Ligamento periodontal e resposta inflamatoria

Além de ter papel importante na regeneracéo 6ssea ap0s o processo inflamatorio,
as celulas do ligamento periodontal sdo capazes de, ap0s a estimulacdo, liberar alguns
fatores de crescimento e mediadores inflamatorios, entre os quais citocinas e quimiocinas
que podem controlar a resposta inflamatoéria. I1sso mostra um papel importante dessas
células em respostas fisiologicas frente a danos teciduais (AGNIESZKA KRUZYNSKA-

FREJTAG et al., 2004; YAMADA et al., 2014; KONERMANN et al., 2012).

Em uma revisdo de literatura recente, Behm et al. (2022) destacaram a relacdo
entre o tecido periodontal, inclusive de PDLSc isoladas e o sistema imunoldgico,
evidenciando que tais células, sob estimulacdo, modulam significativamente a resposta
imune local, afetando vérias células do sistema imunol6gico, como macréfagos,
neutrofilos, células NK (Natural Killers) e linfocitos T. As PDLSc também realizam suas
fungdes imunomoduladoras através da producdo e expressdo de citocinas pro-

inflamatorias, como TNF-a, IL-1f e IFN-y. (BEHM; ZHAO; ANDRUKHOV, 2022).

Esses resultados destacam a importancia das celulas PDLSc na resposta

imunologica e estabelecem uma conexdo direta entre o ligamento periodontal e sua
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capacidade de modular a inflamacdo no periodonto, especialmente quando afetado por

agentes infecciosos.

1.5. Sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha um papel fundamental na
regulacdo de diversas funcbes fisiologicas do organismo, como: pressao arterial,
equilibrio hidroeletrolitico, inflamacdo e liberacdo de varios hormoénios peptidicos.
Peptideos como a vasopressina e 0 angiotensinogénio (AGT) sdo liberados e regulados
por esse sistema e transportados pelo sistema circulatorio como parte do SRA,
influenciando a inflamacgdo, o estresse oxidativo, a fibrose e a proliferacdo celular

(PEACH, 1977).

A angiotensina Il (Ang I1) é um dos principais componentes do sistema renina-
angiotensina (SRA) que esta envolvida na regulacdo de inumeras funcgdes fisioldgicas,
como a pressdo arterial e equilibrio hidroeletrolitico, possui ainda um papel importante
na inflamacdo. Resumidamente, a Ang Il é formada a partir da renina liberada no sistema
circulatério que cliva o angiotensinogénio (AGT) em angiotensina | (1-10, Ang I). Em
seguida a Ang | é entdo clivada pela enzima conversora de angiotensina | (ECA) e forma

angiotensina Il (Ang I1). (SANTOS et al., 2009)

Esses peptidicos circulantes medeiam suas a¢des, estimulando varios receptores.
A Ang 11 se liga ao receptor AT1 estimulando o estresse oxidativo, fibrose, proliferagcdo
celular e liberagéo de citocinas e quimiocinas que, por sua vez, medeiam a inflamacéao do
tecido. A ativacdo do AT2 por Ang Il contraria alguns dos efeitos da ativacdo do AT1,
nomeadamente diminuindo a fibrose e a proliferacdo celular (SANTOS et al., 2009;
OHUCHI et al., 2002). Todo esse sistema pode ser observado esquematicamente na
figura 2, que ilustra o eixo principal do SRA e a cascata de conversdes que levam

finalmente a ativagdo dos receptores.
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Figura 2. llustragdo esquematica do sistema renina-angiotensina demonstrando as conversdes até
a obtencdo de Angiotensina Il e Angiotensina 1-7 e ativacdo dos respectivos receptores. Imagem
feita através do Biorender.com

A mudanga na percepcao do SRA foi a introducao do conceito de sistemas renina-
angiotensina locais ou teciduais. Este conceito foi baseado em descobertas de
componentes do SRA em locais improvaveis (como a evidéncia de renina no cérebro),
local onde as acBes endocrinas do sistema ndo poderiam explicar a deteccdo dos
componentes em tais tecidos. Isto, por sua vez, levou a novas hipOteses e conceitos
funcionais de a¢des locais de SRA baseadas em sinteses teciduais de ANG Il. Atualmente
ja foi evidenciado SRA local em diversos tecidos, incluindo tecidos orais como tecido
gengival e o proprio ligamento periodontal em humanos (PAUL; POYAN MEHR;

KREUTZ, 2006; SANTOS et al., 2009; SANTOS et al., 2015).

1.6. Sistema renina-angiotensina e metabolismo 6sseo

Por muito tempo foi descrito a importancia da angiotensina Il e outros
componentes do SRA na hipertensdo, porém recentemente alguns estudos mostraram que

alguns dos blogueadores do SRA sdo capazes de reduzir a resposta inflamatéria
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exercendo influéncia no equilibrio do metabolismo 6sseo em modelos de ratos com
doenca periodontal. Isso demonstra parte dos efeitos dos componentes locais do SRA no
metabolismo dsseo, principalmente da angiotensina II e a renina no quadro inflamatorio,
reparo tecidual e na perda 6ssea alveolar, incluindo trabalhos do nosso grupo de pesquisa.
Notavelmente, € uma area de estudo recente e que esta em constante progresso (OHUCHI
et al., 2004; ARAUJO et al., 2013; FORRESTER et al., 2018; WILKINSON-BERKA et

al., 2019).

Alguns desses estudos demonstraram a existéncia de componentes SRA locais no
tecido oral de porquinho-da-india, fibroblastos gengivais de coelho, gengiva de furdo e
tecido gengival de ratos (OHUCHI et al., 2004; ARAUJO et al., 2013; FORRESTER et
al., 2018; WILKINSON-BERKA et al., 2019; SANTOS et al., 2009; OHUCHI et al.,
2002). Em 2007 Souza et al. evidenciaram receptores de Ang Il em tecido pulpar de ratos;
eles investigaram a presenca de receptores AT1 e AT2 nesse tecido, fisiologicamente e
sob condicdo de periodontite induzida (SOUZA et al.,, 2007). Uma descoberta
interessante foi o trabalho de Santos et al. em 2009 quando descobriram e demonstraram
0s componentes de SRA local em gengiva de rato, evidenciando receptores AT1, AT2, e
descobriram ainda que este sistema foi capaz de gerar angiotensina Il, angiotensinogénio
e outros peptideos vasoativos in vitro. Além disso, observaram essas expressdes sob
condices fisioldgicas e patoldgicas por meio da indugdo de periodontite (SANTOS et

al., 2009).

Em outro estudo, Santos et al (2015) evidenciaram SRA local funcional em varios
tecidos orais, como tecido gengival e células do ligamento periodontal de humanos in
vitro, notando a capacidade de tais celulas em gerar peptideos e expressar receptores
locais para exercer fungdes no tecido, demonstrando papel em varios mecanismos

fisioldgicos dessas células (SANTOS et al., 2015).
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Em 2019, Oliveira e colaboradores evidenciaram a existéncia de componentes do
SRA locais em tecido gengival de camundongos com doenca periodontal. Demonstraram
que ao antagonizar a renina, foi possivel prevenir significativamente a perda 0ssea
causada pela inducéo da doenca periodontal em camundongos diabéticos e ndo diabéticos.
Estes estudos comprovam o envolvimento desses componentes do SRA local na
regulacdo das proteinas da matriz extracelular apds a doenca periodontal, e também o

efeito pré-inflamatorio da ativacdo de tais componentes (OLIVEIRA et al., 2019).

Varios estudos sugerem o papel dos componentes do SRA na fisiologia 6ssea.
Brito et al em 2020 evidenciaram um efeito osteoprotetor ao bloquear o receptor AT1,
notando diminuicdo da perda e da reabsorcao dssea (BRITO et al., 2020). Os resultados
foram evidenciados ao notar que a angiotensina aumentou a expressdo de
RANK/RANKL, o que aumenta a atividade de osteoclastos e diminui o eixo OPG que

atua na diferenciacdo osteogénica e na geracao de osteoblastos (BRITO et al., 2020).

Adicionalmente, outros estudos mostram os efeitos dos receptores de Ang Il na
diferenciacdo osteogénica das células mesenquimais de outros tecidos e origens.
Matsushita et al (2015) observaram o efeito estimulante do receptor AT2 na diferenciacao
osteogénica de células mesenquimais humanas (MATSUSHITA et al., 2015). Brito et al
em 2021 observaram que o Telmisartam promoveu aumento na diferencia¢do osteogénica
in vitro de células-tronco mesenquimais estromais de ratos espontaneamente hipertensos
ao bloquear o receptor AT1 (BRITO et al., 2021). Lima e colaboradores em 2021
observaram que animais nocaute para o receptor AT1 tiveram alteracfes na densidade

0ssea (LIMA et al., 2021).

Em contrapartida, achados anteriores de Querques e colaboradores em 2015
mostraram que o receptor AT1 estimulou um aumento na proliferacdo de células

osteoprogenitoras através de ativacdo da via do TGF-B, e que o bloqueio do AT1 com uso
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de Losartana reduziu a diferenciacao osteogénica em células mesenquimais provenientes

de camundongos (QUERQUES et al., 2015).

Apesar da importancia do ligamento periodontal em inimeras funges fisiologicas
e protetoras, como as listadas aqui, ndo ha na literatura uma caracteriza¢do adequada das
células-tronco do ligamento periodontal de ratos evidenciando sua diferenciacéo
osteogénica, tampouco trabalhos que correlacionem o papel do SRA local na

diferenciagéo osteogénica in vitro dessa populagéo celular.
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2.HIPOTESE

Nossa hipotese é que os receptores AT1 e AT2 modulam a diferenciacdo
osteogénica in vitro induzida pela Ang Il em células mesenquimais do ligamento

periodontal de ratos.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar o papel da angiotensina Il (Ang Il) sobre a diferenciacdo osteogénica
das células mesenquimais do ligamento periodontal (PDLSc) de ratos e 0s mecanismos

envolvidos no processo.
3.2. Objetivos Especificos
a) Estabelecer cultura de células mesenquimais do ligamento periodontal de ratos Wistar;

b) Caracterizar a cultura de células mesenquimais do ligamento periodontal por citometria

de fluxo;

c) Avaliar a viabilidade celular das concentracdes de Ang Il sobre a diferenciacédo
osteogénica in vitro (dia 7), pelo ensaio de MTT, para selecdo de concentracdes

subtéxicas;

d) Avaliar os parametros bioguimicos durante a diferenciacdo osteogénica in vitro da

cultura de células do ligamento periodontal estimuladas por Ang II:
d.1) Avaliar a proliferacdo celular, nos dias 0, 7 e 10 (ensaio de MTT);

d.2) Dosar o contetdo total de proteina e atividade da fosfatase alcalina, nos dias

0, 7 e 10 (método colorimétrico e enzimatico colorimétrico, respectivamente);

d.3) Avaliar a mineralizacdo in vitro, no dia 14 (coloracdo com vermelho de

alizarina).

e) Avaliar a expressdo génica dos marcadores osteogénicos e de matriz éssea (Runx2,

Osx, B-catenina, Ocn, Opn, Bsp, Collal), nos dias 7 e 10, por RT-PCR em tempo real.

f) Avaliar a expressdo génica dos receptores AT1 e AT2 nos dias 7 e 10, por RT-PCR em

tempo real;

g) Avaliar o efeito da inibig&o do receptor AT1 e AT2 utilizando antagonistas especificos
(Losartana e PD123319) sobre a diferenciacdo osteogénica, induzidos pela Ang Il

utilizando todos os parametros descritos acima.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais e aspectos éticos

Foram utilizados 10 ratos machos Wistar (Rattus novergicus albinus), 10-12
semanas, oriundos do Biotério Central, da Faculdade de Odontologia de Aragatuba,
UNESP, com peso médio variando entre 250-300g. Os animais foram mantidos em sala
com temperatura controlada (22-25°C), ciclo claro/escuro de 12/12 horas, 3 - 4 animais
por caixa pléastica, recebendo racdo padrao e dgua potavel ad libitum.

Todos os procedimentos e protocolos experimentais realizados neste estudo foram
submetidos e previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia, Campus Aracatuba, UNESP (Processo CEUA FOA
0479/2021)

4.2. Cultura de celulas tronco do ligamento periodontal de ratos Wistar

Os animais foram eutanasiados por overdose de anestésico inalatério (cdmara
hermeticamente fechada saturada com Isoflurano; Isoforine®, Cristalia, Itapina, SP, BR)
e borrifados com solucdo de alcool 70% externamente e na cavidade oral, para fins
assépticos.

Os dentes incisivos superiores e inferiores foram cuidadosamente extraidos e
coletados em meio de cultura gelado, suplementado com 10 vezes a concentracdo normal
de antibidticos afim de prevenir possiveis contaminagdes oriundas da coleta (Dulbecco’s
Modified Eagle’'s Medium, DMEM [Gibco, Thermo Scientifics, Waltham, MA, EUA],
suplementado com L-glutamina 2,0 mM, bicarbonato de sodio 3,7 g/mL, HEPES 2,6 g/L
[Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA], 10% de soro fetal bovino e antibi6ticos
[penicilina/estreptomicina 100 U/mL, anfotericina B 0,125 pg/mL e gentamicina
10pg/mL][Gibco]). Brevemente, o tecido gengival e mucosas foram descolados e
rebatidos com um bisturi, os dentes luxados do alvéolo com um micro formdo e entdo
cuidadosamente extraidos com um porta-agulha.

Os dentes foram levados ao fluxo laminar, onde s&o limpos dos fragmentos
residuais de gengiva e/ou 0sso alveolar com um bisturi, e internamente com uma lima
endodontica, para total remocdo da polpa dental. Os espécimes foram lavados com
tampéo fosfato salino (PBS, phosphate-buffered saline, pH 7.4) e em seguida, submetidos
juntos em um pool a trés digestdes enzimaticas (tripsina 0,25% com EDTA 1 mM; Gibco)
por 10 minutos cada a 37 °C. Os sobrenadantes das digestdes foram coletados em tubo

limpo contento 0 mesmo volume de meio de cultura para inativar a reacao enzimatica, e
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entdo submetidos a centrifugacao (8 min. 1500rpm). Apds centrifugacéo, o pellet obtido
é ressuspendido em 6 mL de meio de cultura e mantidos em placas de 6 pogos (Santa
Cruz Biotechnology, TX, EUA), sob atmosfera e temperatura controlada (CO? 5%, 37,5
°C) com troca do meio de cultura a cada dois dias.

Ao atingir a subconfluéncia (80-90%) as culturas foram lavadas com PBS e
tratadas com solucéo de tripsina 0,25%/EDTA 1 mM (Gibco) para obtencédo de suspenséo
celular que foi transferida para garrafas de cultura (passagem 1). As culturas foram
expandidas até a passagem 4-5, para obtencdo da quantidade de células suficientes para
realizar os experimentos seguintes.

As culturas em passagem 4 ou 5, em subconfluéncia (80-90%), foram plaqueadas
em placas de 24 pocos (Santa Cruz Biotechnology, TX, EUA), na densidade de 2,5 x 10*
células/poco e submetida aos experimentos seguintes. A técnica de extracdo e coleta das

células esté ilustrada na figura 2.

Extracdo elimpeza

dos dentes
4@ 1]
C & > 3x - 10min.
Ratos Wistar machos, )
10-12 semanas de idade -4
Digesté@o
/ Enzimatica
5% C02
37,5°C Passagem 4-5

I.'| y * j 4
Y I |8
Centrifugagdo 25.000 células/pogo
i Placas de 24 pocgos
Cultivo das células:
troca de meio a cada
dois dias e submetidas

a passagens

Figura 3. Esquema ilustrativo da técnica de extragcdo dos dentes e obtencdo das células
empregada. Imagem feita através do Biorender.com

4.3 Caracterizacdo da cultura de células do ligamento periodontal

Para caracterizar a populacao celular e garantir a auséncia de contaminagédo de
outros tipos de células realizamos ensaio de citometria de fluxo. Para isso, as culturas na

quarta passagem foram lavadas com PBS e tratadas com solucéo de tripsina 0,25%/EDTA
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1 mM (Gibco) para obtencéo de suspensdo celular que foi dividida em e em seguida
fixadas em paraformaldeido tamponado a 4%, com aproximadamente 1x10° células por
tubo e incubadas por 30 minutos. Depois, as células foram incubadas por mais 30 min
com 10mg/ml de anticorpo monoclonal de rato para diferentes alvos (CD90:RPE;
CD54:FITC; e CD31:FITC AbDSerotec, Kidlington, Oxford, OX5 1 GE, UK). Apos este
tempo, as células foram centrifugadas, 0 meio sobrenadante foi removido e 1mL de PBS
foi adicionado para ressuspensao celular e logo em seguida foi realizado o protocolo de
Citometria de fluxo utilizando-se o aparelho e sistema Attune™ focusing cytometer
system seguindo as instrucdes do fabricante (Applied Biosystems®, Foster City, CA,
USA), e um grupo com 1gG controle foi utilizado para excluir a autofluorescéncia e
determinar o Gate a ser utilizado.

4.4. Inducéo da diferenciacdo osteogénica in vitro

Apds 24 horas, ou ao atingir 70-80% de confluéncia, a diferenciacdo osteogénica
foi induzida pela adicdo do meio osteogénico [MO; meio de cultura suplementado com
acido ascérbico 50 ug/mL, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 10mM (Sigma-
Aldrich)] nos grupos dos quais ele faz parte do tratamento.

4.5. Ensaio de citotoxicidade da angiotensina Il em cultura de células
tronco do ligamento periodontal de Wistar

Para eleger concentracfes subtdxicas das drogas propostas, as culturas (placa de
24 pocos, densidade 2,5 x 10 células/pogo) serdo divididas em 4 grupos experimentais
para ser determinada a concentracdo ideal de Angiotensina Il (Sigma-Aldrich):

- Grupo MC: células tratadas apenas com o meio proliferativo (DMEM, meio
controle);

- Grupo MO: células tratadas com o meio osteogénico ([MO; meio de cultura
suplementado com &cido ascorbico 50 ug/mL, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona
10 mM (Sigma-Aldrich)].

- Grupo 100: células tratadas com 0 MO + Ang Il na concentracdo de 100 nM.

- Grupo 1000: células tratadas com 0 MO + Ang Il na concentracdo de 1000 nM.

- Grupo 10000: células tratadas com 0 MO + Ang Il na concentracdo de 10000
nM.

ConcentracOes determinadas a partir de dados em literatura e experimentos do
préprio grupo de pesquisa (HIRUMA et al., 1997; PIZZATTO et al., 2020; SHIMIZU et
al., 2008).
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A citotoxicidade da Ang Il nas doses estudadas foi avaliada em culturas cultivadas
e tratadas por 14 dias, e a viabilidade determinada por ensaio de MTT no dia 7 do
tratamento. Brevemente, o meio de cultura foi substituido por 500 pL de solu¢édo de MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl tetrazolium bromide, 0,5 mg/mL em meio de
cultura sem soro fetal bovino), seguido de incubagdo de 2 horas (37,5 °C, 5% COQ?).
Posteriormente, a solugdo de MTT foi removida e o formazan intracelular solubilizado
com 0,5 mL de isopropanol e lida a sua absorbancia em espectrofotometro de placas a
570 nm.

Ap0s termos a concentracao adequada de Ang 11 definida, iniciamos o tratamento
também junto do antagonista AT1 (Losartan, Sigma-Aldrich), e neste utilizamos a dose
ja padronizada anteriormente no nosso laboratério para propositos semelhantes, sendo a

concentracdo de 2uM.

4.6. Efeito dos receptores na mineralizacdo in vitro

Para eleger concentragdes com efeito sobre a mineralizagéo in vitro, as culturas
de PDLSC (placa de 24 pogos, densidade 2,5 x 10* cel. /pogo) em meio osteogénico foram
expostas a diferentes concentracdes de angiotensina II, por 14 dias, e a mineralizacédo foi
avaliada pela coloracdo com alizarina vermelha. Brevemente, as culturas foram lavadas
com PBS e fixadas com solucdo tamponada de formaldeido 4%, por 30 minutos, em
seguida, as culturas foram coradas com vermelho de alizarina por 30 minutos (Alizarin
Red S, Sigma-Aldrich; 0,02 g/mL, pH 4.2), 0 excesso de corante removido por lavagens
com agua destilada.

Os pogos foram examinados e foto documentados em microscopio invertido com
camera digital acoplada. Para analise semiquantitativa, o corante foi extraido com 0,5 mL
de hidroxido de amonio 10% sob agitacdo constante, e a absorbancia lida em

espectrofotdbmetro de placas a 405 nm.

4.7. Efeito dos receptores sobre a diferenciacdo osteogénica das células
do ligamento periodontal de ratos Wistar

Apos escolhas das concentragGes de trabalho da angiotensina 11, a diferenciacdo
osteogénica foi avaliada pelos parametros de proliferacéo celular, atividade de fosfatase
alcalina (FAL), mineralizacao e expressdo génica de fatores de transcri¢do osteogénicos,

de marcadores de formacéo dssea e dos receptores AT1 e AT2.
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4.7.1. Proliferacao celular
A proliferacdo celular foi determinada nos dias O e 7 da diferenciagao osteogénica,

pelo ensaio de MTT, como descrito no item 4.5.

4.7.2. Atividade da fosfatase alcalina e contetdo total de proteinas

A atividade da fosfatase alcalina foi mensurada no dia 7, por método bioquimico
colorimétrico, utilizando um kit comercial (Labtest Diagnostica S.A Lagoa santa, MG,
Brasil), seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, as culturas serdo colocadas
sobre o gelo e lavadas 3 vezes com PBS gelado. Posteriormente, as culturas séo lisadas
com tampdo de lise gelado (solucéo de sodio dodecil sulfato 1 mg/mL) e o lisado utilizado
para determinacdo da atividade enzimaética e posterior dosagem de proteinas totais. A
atividade da fosfatase alcalina foi calculada a partir da medida do tubo padrdo e
normalizada pelo conteudo de proteina total que foram determinadas pelo método de
Lowry (LOWRY et al., 1951).

4.7.3. Mineralizagio in vitro
A mineralizacdo foi determinada no dia 14, pela coloracdo com Alizarina

Vermelha, como descrito no item 4.6.

4.8. Andlise de expressao génica

A fim de verificar o efeito da Angiotensina sob a expressdo génica realizamos a
analise por RT-qPCR, avaliando a expressdo de genes que caracterizam a diferenciacéo
osteogénica: Runx2, Osx, Collal, Bsp e dos receptores de Angiotensina Agtrl e Agtr2.
As culturas foram coletadas em 1 mL de Trizol LS (Invitrogen®, Thermo Fisher
Scientifics) e 0 RNA total extraido seguindo as recomendacdes do fabricante e dissolvido
em 20 pL de 4gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Logo apds o RNA total foi
quantificado por espectrofotdmetro de microplacas Epoch (Biotek®, Winooski, Vermont,
EUA) em equipamento Nanodrop Take3 (Biotek), seguindo as recomendacbes do
fabricante e a razdo 260/280 nm (indicador de contaminacao por proteinas) foi utilizada
para analise da qualidade das amostras. Para eliminar possivel contaminagdo por DNA
gendmico as amostras foram tratadas com kit DNAse | (Sigma-Aldrich) seguindo as
recomendacdes do fabricante e 0 DNA complementar (cDNA) sintetizado a partir de 2
pg de RNA total, por transcrigao reversa, utilizando kit High Capacity Kit RNA-to-cDNA
(Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientifics), também seguindo as

recomendacdes do fabricante.
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A quantificacdo relativa da expressdo génica dos alvos propostos foi realizada por
reacOes em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) em aparelho StepOne™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientifics), utilizando
sistema TagMan (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems), com sonda
conjugada a fluor6foro FAM e quencher néo fluorescente MGB, seguindo as instrucdes
do fabricante.

Os ensaios foram entdo conduzidos com as amostras na diluigdo com melhor
eficiéncia de reacdo, com os reagentes TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied
BiosystemsTM) e ensaio inventoriado, seguindo as etapas de reacdo como determinado
pelo fabricante.

Ensaios inventoriados: Runx2 (Runt-related transcription factor 2;
Rn01512298 m1), Osx (Osterix/Sp7 transcription factor, Rn02769744 s1), Bsp (Bone
sialoprotein / integrin-binding sialoprotein, Rn00561414 m1), Agtlr (Angiotensin Il
receptor, type 1, Rn02758772_s1), Agt2r (Angiotensin Il receptor type 2,
Rn00560677_s1), Collal (Colagen type 1 alpha, Rn01463848 m1l) e Gapdh (Gapdh,
Rn01775763 gl1). Os niveis de expressdo dos genes alvos foram determinados por
método de Ct comparativo, com a equacdo Quantificagdo Relativa (RQ) = 2-AACt e o

gene Gapdh foi utilizado como gene enddgeno.

4.9. Analises estatisticas

Os dados foram testados para normalidade de distribuicdo e homoscedasticidade,
para validar o uso de testes estatisticos paramétricos. Foi entdo utilizado a Analise de
Variancia de um Fator (one-way ANOVA), com teste post-hoc de Tukey, para multiplas
comparag0es, consideragdo como diferencas significativas valores de p < 0,05. Todas as
analises foram realizadas em software estatistico GraphPad Prism® versdo 8.00 para
Windows (GraphPad Software 322 Inc., La Jolla, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. As células tronco do ligamento periodontal foram positivas para a

caracterizacdo como células mesenquimais.

As células obtidas apresentaram um bom desenvolvimento em cultura, com
adequado espraiamento, conseguindo se proliferar e atingir a quantidade de células
necessarias para realizacdo dos experimentos (Figura 4, painel 1). Ao realizarmos o
protocolo de citometria de fluxo conseguimos notar que ndo houve contaminacdo por
diferentes tipos celulares durante a coleta e obtencao das células. As células obtidas foram
positivas na deteccdo com marcadores de membrana especificos de células mesenquimais
(CD90 com 93,88% e CD54 com 84,27%) e ndo houve presenca para 0s marcadores que

podem indicar presenca células da linhagem hematopoiética (CD31 com 1,84%) (figura

4, painel 2).

Figura 4. 1 - PDLSc de
Wistar em cultura, (A)
celular na passagem 2
com =70% confluéncia;
(B) PDLSc plaqueadas,
coloragdo com Instant
Prov Kit, Newprov® para
demonstram a morfologia
celular. As fotos foram
tiradas sob um
microscopio Optico com
uma  camera  digital
acoplada  (Olympus®)
com ampliagdo de 10x (A)
e 4x (B). 2 - Gréfico
Dotplot dos dados de
citometria de  fluxo
avaliados durante a quarta
passagem das células. (A)

Sample1_CD54 - Population

R1 s R2

84,27%

L3t

~ ' R4 CD90, (B) CD54, (C)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 5 & 8 6 7 & CD31. Os resultados sdo
FSC'A(w“gm e e FSC-A (1076) eXpressos na percentagem
c o et de células positivas.
R1 - R2

106 .

BL1-A

FSC-A (1076)
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5.2. Angiotensina Il aumentou a mineralizacdo 6ssea em células do

ligamento periodontal de Ratos Wistar

Ao realizamos o ensaio de MTT nos dias 0 e 7 da inducdo osteogénica notamos
que as concentracdes escolhidas de Ang Il em geral ndo apresentaram efeitos citotdxicos
quando comparados ao MO, exceto a concentracao de 10000 nM que pareceu ser toxica
por reduzir a populacdo celular de maneira estatisticamente significante (Fig. 5-A). Ao
observar os efeitos da Ang Il na mineralizagdo notamos que a angiotensina Il promoveu
aumento da mineralizagdo em todas as concentragdes utilizadas (100, 1000 e 10000 nM).

No ensaio de concentracdo-resposta da Ang Il em relacdo a mineralizagdo dssea,
notamos aumento na deposicdo mineral ao corarmos com o vermelho de alizarina nos
grupos tratados com MO + Ang Il quando comparados ao grupo controle MO. Este
aumento foi significativo nas maiores concentracbes de Ang Il utilizadas, 1000 e
10000nM, como podemos observar na figura 5C. No entanto, como a concentracdo de 10000

nM foi citotoxica, optamos entdo por usar a concentracdo de 1000 nM que aumentou

significativamente a mineralizacdo conforme observado na figura 5, B-C.
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Figura 5. Viabilidade celular e dose-resposta de Ang Il em diferentes concentragdes em PDLSc
de Wistar. A - Ensaio MTT nos dias 0 e 7 de PDLSc de Wistar tratado com Ang Il em diferentes
concentragdes (100, 1000 e 10000 nM); B — Imagens representativas macroscopicas de culturas
coradas com Alizarina vermelha no 14° dia da diferenciagéo; C - quantificagdo da coloragdo (As
barras representam a média £ DP. As andlises estatisticas sdo apresentadas como *p< 0,05, **p
< 0,01, ***p<0,001, ****p < 0,0001. MC = Meio controle; MO = meio osteogénico. (n = 3).
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5.3. Angiotensina Il aumentou atividade de fosfatase alcalina durante a
diferenciacdo osteogénica

A viabilidade celular no grupo MO mostrou um perfil crescente ao longo da
diferenciacdo em comparacgdo ao grupo MC, que ndo foi alterado pela Ang Il a 1000 nM
no dia 7 (Fig. 6-A).

O aumento da atividade FAL induzido pelo MO foi potencializado pela Ang Il a
1000 nM, aumentando significativamente a atividade de FAL no dia 7 de diferenciacdo
(Fig. 6-B).
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Figura 6. Parametros bioquimicos de PDLSc de Wistar tratados com Ang 11 1000nM durante a
diferenciagdo osteogénica in vitro. Ensaio MTT dos dias 0 e 7 (A) e atividade especifica da
fosfatase alcalina no dia 7 (B). As barras representam a média = DP. As analises estatisticas sdo
apresentadas como *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001. MC = Meio Controle, MO = Meio

Osteogénico. (n = 3)
5.4. Angiotensina Il promove aumento na expressao do receptor tipo 1,

de osteopontina, sialoproteina 6ssea e osteocalcina

Para avaliar se a Ang Il estimula os fatores de transcricdo e marcadores de
formagéo 0Ossea, realizamos qRT-PCR. Observamos um aumento na expressdo de Osx
(Fig. 7-A) e Cttnb1l (Fig.7-C) no grupo MO em comparagao ao grupo MC (Fig. 7-A) no
dia 7. No entanto, a Ang Il ndo alterou significativamente esta expressdo. Em relacédo a
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expressao dos marcadores de formacéo 6ssea, o grupo MO aumentou Opn (Fig. 7-D), Bsp
(Fig. 7-E) e Ocn (Fig. 7-F), e diminuiu Collal (Fig. 7-G) no dia 7 e 10. A Ang Il ndo
apresentou efeito na expressao desses marcadores no dia 7 em comparagéo ao grupo MO,
mas no dia 10 promoveu aumento na expressdo de Opn, Bsp e Ocn. A expressdo de
Agtrla teve aumento significativo no grupo MO e foi potencializada quando tratada com
Ang Il (Fig. 7-C). A expressdo de Agtr2 ndo foi detecta em nenhum das amostras grupo
no dia 7, apesar das amostras terem expressado o gene endégeno GAPDH.
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Figura 7. qRT-PCR para analise da expressdo génica nas células do ligamento periodontal no dia
7 do tratamento. As comparagOes foram consideradas significativas quando p>0,05 (A = Osterix,
Osx; B = Fator de transcri¢do 2 relacionado a runt, Runx2; C = B-catenina, Cttnbl; D =
Osteopontina, OPN; E = Sialoproteina 6ssea, Bsp; F = Osteocalcina, OCN; G = Colageno tipo 1
a 1, Collal; H = receptor de Ang Il tipo 1, Agtrla).

5.5 O tratamento com Losartana reverteu o aumento da atividade da

fosfatase alcalina e da mineralizacéo na presenca de angiotensina Il

A atividade especifica da FAL foi avaliada no 7° dia de diferenciacao osteogénica.
Observamos que o0 MO aumentou a FAL quando comparado ao grupo MC. A Ang Il foi
capaz de potenciar o aumento da FAL induzido pelo MO. A Losartana reverteu esse
aumento retornando aos niveis do grupo MO (Fig. 8-A). Para investigar se 0 aumento da
mineralizacdo induzida pela Ang Il dependia da ativacdo do receptor AT1, realizamos 0s
ensaios, com o antagonista do receptor AT1, Losartana. Como observado anteriormente,
0 grupo MO induziu a formacéo de nodulos de deposicdo de célcio que foram corados
por vermelho de alizarina no dia 14. A Ang Il promoveu um aumento na mineralizagao

em comparagao ao grupo MO. Losartana (2 uM) reverteu significativamente o aumento
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da mineralizacdo induzida pela Ang Il retornando aos niveis da mineralizacdo induzida
pelo MO (Fig. 8 B-C).
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Figura 8. Ensaio do antagonista de AT1 na mineralizacdo in vitro, PDLSc tratado com Ang Il e
Losartana. Atividade especifica da fosfatase alcalina no dia 07 (A), imagens microscopicas
representativas (B) de culturas coradas com alizarina vermelha com ampliacdo de 10x e
quantificagdo da coloracdo no dia 14 (C). As barras representam a média £ DP. As analises
estatisticas sdo apresentadas como *p< 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001. MC = Meio controle;
MO = Meio Osteogénico.

5.6 O tratamento com losartana reduziu a expressdo do receptor de

angiotensina Il do tipo 1 e dos marcadores de formacao 0ssea

Para avaliar o efeito do bloqueio do receptor AT1 pela losartana sobre o receptor
de Ang Il do tipo 1 e os marcadores de formacdo Ossea, realizamos qRT-PCR.
Observamos uma diminuigdo da expressdo do AT1R no dia 7 em comparagdo ao grupo
controle, entretanto ha um aumento na expressao de Agtrla no dia 10, que é revertido
com o tratamento do losartana. Em relacdo a expressdao dos fatores de transcricéo,
observamos que a expressdo de Runx2, Osx e Cttnb1 foi aumentada no grupo MO em
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comparacgéo ao grupo MC (Fig. 9 A-C) no dia 7. A adicdo de Ang Il ao MO, observamos
uma tendéncia de diminuicdo de Runx2, mas ndo estatisticamente significante quando
comparada ao grupo MO. Quanto a expressao de Osx ocorreu uma inibi¢cdo na presenca
de Ang Il que foi estatisticamente significante quando comparada ao grupo MO. Ja a
expressdo de Cttnbl ndo observamos alteracdo quando da adicdo de Ang Il quando
comparada ao grupo MO. A losartana ndo alterou a expressdo desses fatores de
transcrigdo avaliado no 7° dia de diferenciacéo.

Quanto aos marcadores de formacdo 6Ossea notamos que o0 MO aumentou a
expressdo de Bsp, Opn e Ocn no dia 7 e 10, enquanto a expressdo de Collal néo foi
alterada no dia 7 e diminuiu quando comparado ao grupo MC (Fig. 9 F-H) no dia 10. A
Ang Il aumentou a expressao de Collal, Opn e Ocn, com relacdo ao grupo MO e néo
alterou a expressdo de Bsp. O tratamento com a losartana reduziu significativamente a

expressdo de Collal, Bsp, Opn e Ocn em comparagdo ao grupo Ang Il (figura 9).
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Figura 9. Expressdo génica por qRT-PCR nos dias 7 e 10 de PDLSc de Wistar tratado com Ang
Il + Losartana, durante diferenciacdo osteogénica in vitro. Analise qRT-PCR de Agtrla(A),
Runx2 (B), Osx (C), Cttnb1(D), Colalal (E), Bsp (F), Opn (G), Ocn (H). As barras representam
a média £ DP. A analise estatistica foi apresentada como p< 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001,
representando uma comparacao entre o grupo OM e Ang Il 1000nM, e o grupo Ang Il com o
grupo Ang Il + Los. (n=1)
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6. DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que as PDLSc podem se diferenciar em osteoblastos e
a Ang Il potencializou a mineralizagdo via ativacdo do receptor AT1, visto que o
tratamento com losartana inibiu essa diferenciacdo por inibir os marcadores de formacéo

0ssea.

Como as PDLSc podem se autorrenovar e se diferenciar em outros tecidos, um
ponto importante foi avaliar a presenca de celulas-tronco na cultura de células do
ligamento periodontal e a auséncia de outras populacdes celulares. A cultura celular foi
caracterizada e observamos marcacao positiva de células com marcadores de membrana
especificos para células-tronco (CD90 (93,88%) e CD54 (84,27%)) e ndo notamos
deteccdo significativa para marcadores de células hematopoiéticas (CD31 com 1,84%).
Apesar de observarmos 1,84% de células da linhagem hematopoiética como a cultura é
longa, dura 14 dias este tipo celular vai entrando em apoptose e assim sendo descartada
na troca de meio que ocorre a cada 2 dias. Dessa forma, podemos excluir que tivéssemos
uma elevada contaminacdo por este tipo celular proveniente da técnica de coleta
empregada. Corroborando com nossos dados, Banavar e colaboradores (2021) também
realizou a caracterizacdo de células obtidas do ligamento periodontal humano ao
estabelecer essa cultura e comprovar sua diferenciagdo em mdltiplas linhagens. A
caracterizacdo de células-tronco de diferentes tecidos também foi observada pelos
mesmos marcadores de membrana (BANAVAR et al., 2021; MUNISWAMI,;
KANAKASABAPATHY; THARION, 2017)

Quanto a diferenciacdo osteogénica, PDLSc conseguiram se diferenciar em
osteoblastos, como observamos em nosso estudo, onde notamos aumento na proliferacao,
atividade de FAL e deposi¢cdo mineral quando comparamos o grupo MO ao grupo MC.
Corroborando com nossos dados, Di Wu e Lan Ma (2020) observaram o mesmo perfil
durante o processo de diferenciagdo osteogénica: aumento da proliferacdo celular,
deposicdo mineral e FAL em células do ligamento periodontal humano no dia 7 (WU;
MA, 2020). Notavelmente, a proliferacdo celular é esperada durante o inicio da
diferenciacdo osteogénica, conforme descrito por Toshihisa Komori em 2019, pois a
proliferacdo é ativada por uma serie de fatores de transcricdo, como Runx2 e Osterix.
Além disso, a FAL desempenha um papel crucial na mineralizagéo e deposi¢do mineral,

hidrolisando o PPi em Pi, que sera utilizado pela celula juntamente com o calcio na
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formagdo e secrecdo de cristais de hidroxiapatita na formacdo da matriz 0Ossea
extracelular. (KOMORI, 2019)

Nosso estudo mostrou que a Ang Il aumentou a mineralizacdo éssea no dia 14 nas
concentracdes de 100 nM, 1.000 nM e 10.000 nM. Além disso, definimos a melhor dose
por meio de testes de citotoxicidade e concentracdo-resposta, onde observamos que a
concentracdo de 10.000 nM foi citotoxica. A concentracdo de Ang Il utilizada em nosso
estudo foi baseada em estudos da literatura que utilizaram Ang Il, como o estudo de
Zhang et al (ZHANG et al., 2020). Apesar das concentracGes de 100 e 1000 nM
aumentarem a mineralizacdo, a de 1000 nM apresentou um aumento mais consideravel,

por isso optamos por utiliza-la nos estudos seguintes.

Quanto a influéncia da Ang Il no metabolismo 6sseo, ndo ha consenso entre 0s
dados descritos na literatura. Em nosso estudo observamos que a Ang Il nas
concentracdes de 100 e 1000 nM foi capaz de aumentar a mineralizacao, possivelmente
via ativacdo do receptor AT1, j& que o tratamento com losartana diminuiu. Consistente
com isso, Querques et al. (2015) notaram uma diminuicdo na diferenciacdo osteogénica
na linhagem celular murina W20-17 com a administracdo de losartana (QUERQUES et
al., 2015). O mesmo foi observado com o silenciamento do AT1, enquanto o receptor
AT2 ndo apresentou influéncia na diferenciacdo osteogénica. E nosso estudo
experimental o receptor AT2 também ndo apresentou expressao durante a diferenciacédo
das PDLSc.

Controversamente, Zhang et al. (2020) notaram uma diminuicao consideravel na
diferenciacdo osteogénica de sinovidcitos humanos tratados com 1000 nM de Ang Il por
meio da elevacdo de DKK-1 que foi revertida com o uso de um inibidor de DKK-1,
WAY262611 (ZHANG et al., 2020). Essa divergéncia pode ser explicada pelo fato de
tais estudos abordarem diferentes tipos celulares, como os sinovidcitos e diferentes vias
estudadas, como a via da DKK-1. Poucos estudos relacionam diretamente a Ang Il ao

metabolismo 6sseo, mesmo em outros tipos de células.

Nosso estudo foi o primeiro a relacionar a Ang Il com a diferenciacéo osteogénica
das células do ligamento periodontal de ratos. O estudo requer atencéo aos dados obtidos
em nossa pesquisa que mostram que Ang Il foi capaz de aumentando a atividade da FAL
no dia 7 e no dia 14 ocorreu o aumento de deposicdo mineral nos promovendo a

mineralizacdo dos osteoblastos derivados das PDLSc. Possivelmente a atividade da Ang
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Il devera ser via inducdo dos fatores de transcri¢cdo e marcadores de formacédo 0ssea por

ativacédo do receptor AT1.

Runx2 é um importante fator de transcricdo necessario para o inicio da
diferenciacdo dos osteoblastos a partir de células tronco mesenquimais e assim iniciar a
formacdo dssea (Duce P et al., 1997; Zubaidah, N et al., 2022). A via de sinalizagéo de
Runx2 influencia a expressao de Osx, a qual é o Gltimo estagio do processo osteogénico
(Ren et al., 2022). As PDLSc mostraram capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, o
que ocorreu através da ativacao dos fatores de transcricdo Runx2, Osterix e Cttnb1l como
observado no dia 7. Nao menos importante, a via de sinalizagdo Wnt/Bcatenin tem um
papel regulador importante na proliferacdo e diferenciacdo das células troncos e tem sido
descrita sua ativacdo em osteoblastos (Wang et al., 2014), aumentando a qualidade da
formacédo 6ssea (Wagner et al., 2011). Estudo tem encontrado que a via de sinalizacdo da
Wnt/B-catenin estd intimamente relacionada a manutencdo da homeostase
periodontal (Yin et al., 2015), a qual pode promover a diferenciacdo osteogénica de
PDLScs (Song et al., 2012; Cui et al., 2021). Wang e colaboradores (2023) observaram
que a diferenciacdo osteogénica do PDLSc humano também ocorreu pela via Runx2 e
Osx no dia 14. Em nossos resultados avaliamos no dia 7, visto que € o inicio da

diferenciacéo e consequentemente a ativagdo dessas vias.

A adicdo de Ang Il ndo alterou a ativacdo da expressdo de Runx2 e Cttnbl
induzida pelo MO no dia 7 nas PDLSc. Isso mostra que a adi¢ao de Ang Il ndo modificou
a sinalizagcdo mantendo o parametro de ativagéo induzido pelo MO.

Com relacdo aos marcadores de formacao Ossea, observamos diferencas entre o
grupo MC e MO onde verificamos um aumento da expresséo de Opn, Bsp e Ocn nos dias
7 e 10 fortalecendo o resultado final da mineralizacdo 6ssea no dia 14. Entre as proteinas
envolvidas na formacdo 6ssea, foram avaliadas a OCN, a qual liga-se ao célcio e promove
a calcificacdo da matriz 6ssea; BSP, um nucleador de hidroxiapatita, associado a ligagcdo
celular a matriz e 0o Collal (BOLAMPERTI; VILLA; RUBINACCI, 2022; SALHOTRA
et al., 2020). Essas proteinas sdo os principais componentes da matriz extracelular que
ddo o suporte para a proliferacdo, formacdo da matriz e mineralizacdo 6ssea conforme
observamos apos a diferenciacdo das PDLSc. De acordo com dados de literatura a OPN
e OCN sdo genes essenciais envolvidos no desenvolvimento 6sseo, conforme observado
nos estudos de Oka et al. e Fabre et al. em células MC3T3 e células primérias de calvéria
de camundongo. Neste, a expressdo da OPN e OCN estavam aumentados nos grupos da
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diferenciacéo osteogénica em humanos e se mostraram essenciais para a diferenciacdo
osteogénica (OKA et al., 2021). A participacdo desses componentes também pode ser
observada em PDLSc de humanos onde ocorreu um aumento na expressao de Opn e Ocn
no grupo que apresentou aumento na mineralizacéo celular (GE et al., 2012). De acordo
com o observado em literatura, nota-se que a expressdo de Bsp é essencial para a
diferenciacdo osteogénica das células. No estudo de GE et al. em 2012 observaram que o
grupo celular com maior deposicdo mineral, e consequentemente, 0 grupo com a
mineralizacéo celular mais bem sucedida apresentou aumento significativo na expressao
de Bsp com relacdo ao grupo com menor mineralizacdo. A deteccdo proteica de Bsp in
vivo conduzida por outro estudo mostrou que 0s animais que apresentaram melhor
desenvolvimento e reparo 6sseo foi 0 grupo com maior deteccdo de Bsp por imuno-
histoquimica (GE et al. 2012; ALVES et al. 2022). Esses achados confirmam a
importancia da presenca da expressdo dessas proteinas de formacdo Gssea para a

mineralizagéo final do 0sso.

Com relacédo a expressdo de Collal observamos uma diminuicdo tanto no dia 7,
quanto no dia 10 comparando o grupo MC e MO. Isto pode estar acontecendo porque a
sua expressdo provavelmente ja estd em declinio durante a fase de diferenciacéo.
Semelhantes aos nossos resultados, Kannan et al., ndo observaram diferenca significativa
na expressdo de Collal em células-tronco mesenquimais da medula 6ssea, incluindo
diminuicdo dessa expressdo nos estagios da diferenciacdo. (FABRE et al., 2023;
KANNAN; GHOSH; DHARA, 2020).

Observamos que o tratamento com Ang Il ndo alterou a expressdo dos genes de
formacédo dssea no dia 07 da diferenciacdo osteogénica quando comparado ao grupo MO,
entretanto, no dia 10, promoveu aumento na expressao de Opn e Ocn, mas ndo de Bsp.
Esse dado mostra que, possivelmente, no dia 7, inicio da diferenciacdo osteogénica, a
acao da Ang Il ndo é fundamental para potencial o desenvolvimento osteogénico, o que
vamos observar no dia 10, onde a Ang Il foi capaz de potenciar os marcadores de

formagéo 0ssea que séo produzidos mais tardiamente.

Devemos destacar que 0 nosso trabalho foi o primeiro a avaliar o papel direto da
Ang Il na diferenciacéo osteogénica em PDLSc, avaliando de forma conjunta: a influéncia
na expressdo dos fatores de transcricdo osteogénicos, genes marcadores de formacao

0ssea e na mineralizagdo bioldgica das células.
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Conforme observado em nossos dados o papel da Ang Il na potencializacao da
mineralizacdo osteogénica e consequentemente dos marcadores de formacdo 6ssea Opn
e Ocn, fomos investigar se esse fendmeno foi devido a ativagdo do receptor da Ang I,
receptor AT1 e/ou AT2. Observamos que no grupo MO ocorreu um aumento na expressao
do receptor AT1, e que a Ang Il potencializou este aumento em comparagdo ao grupo
MO. Querques e colaboradores (2015) observaram que o receptor AT1 aumentou
consideravelmente durante a diferenciagdo osteogénica de células da linhagem W20-17 e
que o bloqueio de tal receptor promoveu diminuicdo da diferenciacdo osteogénica, no
entanto, observaram isso em outro tipo celular. Em PDLSc, ndo ha na literatura nenhum
outro estudo que tenha investigado o papel do AT1 na diferenciacdo osteogénica. Nosso
estudo € o pioneiro e precisamos explorar em maiores detalhes o efeito do AT1 no tecido
periodontal e no controle do metabolismo 6sseo tecidual (QUERQUES et al., 2015).

Com relago ao receptor AT2, ndo observamos expressao em nossas células. Estes
resultados véao de acordo com os dados da literatura onde 0 PDLSc humano ndo expressou
0 receptor AT2 in vitro; ainda assim, foi observado in vivo (SANTOS et al., 2015). O
mesmo padrdo de resposta foi observado por Santos et al. no tecido gengival quando
comparado ao fibroblasto gengival in vitro sob condicdes fisioldgicas (SANTOS et al.,
2009). Conforme comentam os autores, destacamos a hipétese de que a expressdo tecidual
do receptor AT2 esta ligada a componentes sistémicos e a outras células presentes no
tecido, como células epiteliais e mastdcitos, entre outras. Quando isolamos o PDLSc de
ratos in vitro, esses fatores sistémicos sdo descartados e a expressao nao ocorre. Em outros
tipos células podemos observar o papel desse receptor durante a diferenciacdo
osteogénica receptor, por exemplo, o estudo que evidenciaram o efeito do AT2 na
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais de humano e notaram que o
seu bloqueio levou a uma diminuicdo da diferenciacdo osteogénica destas células
(MATSUSHITA et al. 2015).

No sentido de melhor avaliar o mecanismo envolvido durante a participagéo do
receptor AT1 na diferenciagdo osteogénica das PDLSc, utilizamos o antagonista desse
receptor, a Losartana. Observamos que o tratamento com losartana inibiu a mineralizacao
Ossea e a atividade de FAL induzida pela Ang I1, confirmando a participacdo do receptor
AT1 no processo do aumento da diferenciacdo osteogénica. Quanto a expressdo dos
fatores de transcricdo e marcadores de formacéo 0ssea observamos que o losartana nao

alterou a expressdo dos fatores de transcricdo osteogénicos, mas reduziu
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significativamente a expressdo de Ocn no dia 7 e Collal, e Bsp e Ocn no dia 10. A
expressao de Bsp e Ocn foi observado por nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores,
onde demonstramos que a expressao desses marcadores foi visualizada no dia 10 (ZHAO
et al., 2023; Brito et al. 2020). Diante dos achados, podemos sugerir que o0 aumento da
mineralizacdo induzida pela Ang Il é mediado sua acdo no receptor AT1 induzindo o
aumento dos genes de formacdo dssea. Possivelmente, nem todos 0s genes marcadores
de formacéo 6ssea estdo sendo mediados diretamente pela ativacdo deste receptor, visto
que a expressdo de Opn nao foi reduzida pelo antagonista do receptor AT1. Sabe-se que
a Opn além de estar envolvida na formacdo 6ssea também atua como um mediador do
processo inflamatério, tendo participacdo na inflamacdo juntamente com citocinas
inflamatorias (Arif Icer & Gezmen-Karadag, 2018). Consistente com nossos resultados,
Querques et al também observaram a influéncia do losartana na inibicdo da diferenciacao
osteogénica de células W20-17, revertendo a estimulacdo causada pela Ang Il e
demonstrando o papel do receptor AT1 na diferenciacao osteogénica (QUERQUES et al.
2015).

Este estudo foi o primeiro ao avaliar a expressao dos genes de formacgédo 0ssea
Ocn, Opn, Bsp e Collal em células PLDSc induzida por Ang Il em diferentes periodos
da diferenciacdo osteogénica culminando com a indugdo da mineralizacdo dssea. Além
disso, sugere um papel importante para as células do PDLSc na regeneracdo 6ssea, assim
como o estudo recente de Zhao e colaboradores que notaram formacdo Ossea e
regeneracdo de defeitos induzidos em calvaria de camundongos através do implante de
scaffolds com células tronco provenientes do ligamento periodontal, demonstrando forte
capacidade e importancia dessas células na engenharia e reparo tecidual (ZHAO et al.
2023). Os achados acima discutidos nos mostram um bom ponto de partida para
fundamentar estudos clinicos envolvendo regeneracdo periodontal aliado a terapias
farmacoldgicas, no entanto, mais estudos sdo necessarios para fundamentar a pesquisa e
determinar se podemos utiliza-la como terapia farmacolégica para reparo tecidual na

regido periodontal.

Na area de medicina regenerativa, sabe-se 0 qudo se faz necessario melhores
respostas acerca de reparo tecidual, dessa forma a sugestio do uso das PDLSc se mostram
células promissoras (Zhao et al., 2023), para descoberta de novas solugdes e terapéuticas
envolvendo regeneracgéo de tecido 0sseo através de implantes impregnados com células-

tronco provenientes do ligamento periodontal. Dentro das limitacbes do nosso estudo,
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esperamos que o0s resultados encontrados possam colaborar para futuras pesquisas

clinicas e que traga clareza para atuais problemas enfrentados na &rea da periodontologia.

Em conclusdo, sumariamente, nossos resultados demonstram que PDLSc
apresenta a capacidade de diferenciagdo osteogénica, e que a Ang Il apresenta um papel
importante na inducdo da formacao dos genes de formacao 6ssea via ativagdo do receptor
ATL
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7. CONCLUSAO

As PDLSc podem se diferenciar em osteoblastos, e a Ang Il potencializa essa

mineralizacdo, possivelmente via ativacdo do receptor ATL.
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