UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARACATUBA

VICTOR GUSTAVO BALERA BRITO

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA PERDA OSSEA
ALVEOLAR INDUZIDA PELA DOENCA PERIODONTAL EM
RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS: PAPEL DO

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E MICRORNAS

ARACATUBA
2023



VICTOR GUSTAVO BALERA BRITO

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA PERDA OSSEA
ALVEOLAR INDUZIDA PELA DOENCA PERIODONTAL EM
RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS: PAPEL DO

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E MICRORNAS

Tese apresentada ao Programa de Pods-Graduagao
Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas, da Faculdade de
Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, para obtencao do titulo de Doutor

em Ciéncias Fisioldgicas.

Orientadora: Prof.2 Tit. Sandra Helena Penha de Oliveira

ARACATUBA
2023



Catalogacao na Publicagao (CIP)
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagao — FOA / UNESP

Brito, Victor Gustavo Balera.

B862m Mecanismos envolvidos na perda dssea alveolar indu-
zida pela doenga periodontal em ratos espontaneamente
hipertensos : papel do sistema renina-angiotensina e
microRNAs / Victor Gustavo Balera Brito. — Aracatuba,
2023

190 f. : il. ; tab.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia de Aragatuba
Orientadora: Profa. Sandra Helena Penha de Oliveira

1. Doengas periodontais 2. Hipertensao 3. Sistema
renina-angiotensina 4. Inflamacgao 5. MicroRNAs I. T.

CDD 612

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550




A#A-%AV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/
u ne Sp ¥ 4{()LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

ERRATA

BRITO, V. G. B. Mecanismos envolvidos na perda éssea alveolar induzida pela doen¢a
periodontal em ratos espontaneamente hipertensos: Papel do sistema renina-
angiotensina e microRNAs. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Odontologia, Aracatuba, 2023.

doutorado, da bolsa de estagio
pesquisa no exterior e do auxilio
pesquisa, que financiaram a
realizagao deste trabalho.

Folha Linha Onde se lé Leia-se

10 4 A Fundagdo de Amparo a|A Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao | Pesquisa do Estado de S&o
Paulo (FAPESP) pela | Paulo (FAPESP) pela
concessdo da bolsa de|concessdo da bolsa de

doutorado (2018/23676-3), da
bolsa de estagio pesquisa no
exterior (2021/09597-6) e do
auxilio pesquisa (2015/03965-
2), que financiaram a realizagao
deste trabalho.




DADOS CURRICULARES



VICTOR GUSTAVO BALERA BRITO

Nascimento: 15 de fevereiro de 1993; BirigUi/SP.

Filiagao: Carlos dos Santos Brito

Cassia Rosane Balera Brito

2011/2015: Graduagdo em Farmacia, Centro Universitario Catélico Salesiano

Auxilium de Aragatuba (UniSalesiano).

2016/2018: Pos-graduagao em Ciéncias Fisioldgicas, nivel Mestrado Académico, pelo
Programa de Pdés-graduagao Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas, Faculdade de
Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

(Foa/Unesp).

2018/2023: Pos-graduacao em Ciéncias Fisiologicas, nivel Doutorado Académico,
pelo Programa de Pds-graduacédo Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas, Faculdade
de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (Foa/Unesp).



DEDICATORIA



Aos meus pais Cassia e Carlos e avos Dona Cida e Seu Daniel.



AGRADECIMENTOS



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Professora Sandra Helena Penha de Oliveira. Seus
ensinamentos e exemplos foram fundamentais para o meu crescimento académico e
cientifico, além de pessoal. Sua determinagcdo e comprometimento sempre me
inspirardo, e serei eternamente grato pela generosidade em me dar uma
oportunidade, 11 anos atras! Tenho muito orgulho de ter seu nome em meu curriculo!

Obrigado por tudo, Professora Sandra!

A Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP) e a
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) pela oportunidade de realizar este
trabalho. Ao Departamento de Ciéncias Basicas (DCB) desta Institui¢ao,
especialmente aos professores Ana Claudia de Melo Stevanato Nakamune, Antonio
Hernandes Chaves Neto, Cristina Antoniali, Doris Matsushita, Jodo Carlos Callera e
Rita Cassia Menegati Dornelles, por suas valiosas contribui¢des enquanto estive no
DCB.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo Multicéntrico em Ciéncias Fisiologicas
(PPGMCF) e a Sociedade Brasileira de Fisiologia (SBFis), em particular a Professora
Rita Cassia Menegati Dornelles (FOA/UNESP), coordenadora geral do PPGMCF, ao
Professor Marcio Flavio Dutra Moraes (UFMG), presidente da SBFis, e a Professora
Patricia Riken Macedo Rocco (UFRJ), ex-presidente da SBFis, pelo esforco em
expandir o PPGMCF. Estendo meus agradecimentos aos Coordenadores Locais do
PPGMCF e aos demais Conselheiros das Instituicdes Nucleadoras, que compdem o
Conselho Geral do PPGMCF, no qual servi como Representante Discente Geral.
Também expresso meu apre¢o aos Representantes Discentes Locais com quem

trabalhei durante meu mandato.

Ao Conselho Local do PPGMCF (FOA/UNESP), no qual tive o prazer de atuar
como Representante Local por trés mandatos, a sua coordenadora, Profa. Sandra H.
P. Oliveira, a ex-coordenadora Profa. Cristina Antoniali e aos demais membros, pelo

trabalho e esforgos dedicados ao desenvolvimento e reconhecimento deste Programa.



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pela concessao da bolsa de doutorado.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pela
concessao da bolsa de doutorado, da bolsa de estagio pesquisa no exterior e do

auxilio pesquisa, que financiaram a realizagao deste trabalho.

Aos servidores da Secdo Técnica de Pds-Graduacdo desta Instituicéo,
Cristiane Regina Lui, Valéria de Queiroz Marcondes Zagato, Matos e Lilian Sayuri

Mada, pela eficiéncia no trabalho e pela cordialidade com todos nés.

A todos os colaboradores da FOA/UNESP, cujos trabalhos s&o essenciais. Em
especial, gostaria de mencionar a senhora Eliseide Maria Ferreira Silva Navega,
secretaria do Departamento de Ciéncias Basicas; o senhor Jodo Batista Alves Correa,
responsavel pelo Biotério Central, os servidores da Sec¢do de Conservagao e

Manutencdo; e a Segao Técnica de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extenséao.

Aos professores Cristina Antoniali, Marcio Mateus Beloti e Rita Cassia Menegati
Dornelles pela disponibilidade, atencao e valiosas contribui¢des durante meu Exame

Geral de Qualificagéo.

Aos amigos discentes e egressos do PPGMCF pela amizade e
companheirismo, em especial aos amigos do Bloco 31, pela convivéncia agradavel e

divertida que tornaram os dias mais agradaveis.

Aos amigos do Laboratdrio de Imunofarmacologia, gostaria de expressar minha
gratidao por toda a ajuda, boa vontade e bom humor constantes. Em especial, gostaria
de mencionar Sabrina Frasnelli, Ayna Barreto, Bianca Ribeiro, Mariana Souza e Maria

Carolina Linjardi, que tiveram um papel fundamental na realizagéo deste trabalho.

Aos meus professores de graduacgao do Centro Universitario Catolico Salesiano
Auxilium de Aragatuba (UniSalesiano), Roseli Cavestre, Vilma Colli, Fausto de Souza,
Milena Tonon, Maria de Fatima Sato, Valéria Rocha, André Rowe, Paulo Geraldo,

Joice Cozza, Simone Tercariol, Andrea Garcia, José Zequetto, Natalia Negreiros,



Aparecida Tocchio, Gislene Marcelino, Rossana A. C. Rosa, Sueli da Silva, Jeferson
Machado, Luiz Gustavo Lima, Rosemeire Pastor e Giselle Sailer, gostaria de
agradecer por todos os ensinamentos durante minha formacdo. Em especial,
agradeco as professoras Eliane P. Cervelatti e Ana Carolina Frade pela generosidade

e amizade.

Aos meus queridos amigos Fernando Barthman, Priscila Fardin, Murilo Graton,
Amanda Gomes, Fernanda Demarqui e Jessica Troiano, expresso minha gratidao pela

fraternidade e pelos inumeros bons momentos que compartilhamos juntos!

A minha familia, agradego por sempre estarem presentes! Obrigado por todo o

carinho e suporte em todos os momentos!

To the Department of Orthopedic Surgery at Washington University in St. Louis,
School of Medicine, and The Musculoskeletal Research Center. | am especially
grateful to Prof. Audrey McAlinden for offering me a wonderful opportunity, providing
invaluable mentorship, and for her generosity and kindness throughout my journey. |
would also like to extend my appreciation to the members of the McAlinden Lab, Austin
Bell-Hensley, Hongjun Zheng, and Jin Liu, for their warm welcome, constant

assistance, and friendship!



EPIGRAFE



"Quando se comega a caminhar, o caminho aparece "

- atribuido a Rumi.



RESUMO



BRITO, V. G. B. Mecanismos envolvidos na perda 6ssea alveolar induzida pela
doenca periodontal em ratos espontaneamente hipertensos: Papel do sistema
renina-angiotensina e microRNAs. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia, Aragatuba, 2023.

RESUMO

A doenca periodontal (DP) € uma desordem inflamatéria prevalente que afeta os
tecidos de suporte e protecdo dos dentes. Devido sua alta prevaléncia, é
frequentemente associada a comorbidades, como hipertensédo, que pode contribuir
para sua progressao. O rato espontaneamente hipertenso (SHR) € um modelo que
apresenta caracteristicas semelhantes a hipertensdo essencial humana, bem como
comprometimento ésseo intrinseco e maior perda éssea alveolar associada a DP.
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar dois mecanismos, o sistema renina-
angiotensina (SRA) e a expressao de microRNAs (miRNAs), para melhor
compreender o aumento da perda éssea alveolar induzida pela DP nesse modelo.
Para isso, utilizamos ratos machos Wistar e SHR com 10 semanas de idade e a DP
foi induzida por meio de ligadura bilateral inserida nos primeiros molares inferiores e
mantida por 15 dias. Para avaliar a participacdo do SRA, os animais foram tratados
com telmisartan (10 mg/Kg/dia) e foram realizadas analises da arquitetura 6ssea
(microCT), expressdo dos componentes do SRA, marcadores de formacao,
remodelamento e reabsorcdo O&ssea, bem como a produgcdo de mediadores
inflamatdrios na mandibula (RT-qPCR, ELISA e IHC-P). Para investigar a expressao
diferencial de miRNAs associado a DP, foi utilizado ensaio de microarranjo e
posteriormente analises bioinformaticas para identificar potenciais vias reguladas. Os
resultados mostraram que o rato SHR apresentou maior perda 6ssea alveolar, em
comparagao ao Wistar (normotenso), o que foi parcialmente prevenido pelo
tratamento com telmisartan. Observamos uma redugdo nos marcadores de
osteoclastos (remodelamento e reabsorg¢ao), o que foi associada a menor produgéo
de mediadores inflamatdrios, inibicdo do receptor de angiotensina Il tipo 1 (Agtr1) e
maior expressao do receptor tipo 2 (Agt2r). Entretanto, observamos que a modulagao
dos componentes do SRA foi similar entre ratos Wistar e SHR, nao explicando as
diferencas observadas entre os modelos. De forma interessante, a analise de

microarranjo revelou um perfil distinto de miRNAs relacionados a resposta imune e



metabolismo 6sseo nos SHR, bem como miRNAs diferencialmente modulados entre
0s modelos, previamente nao associados a homeostase ou desordens periodontais.
Resumidamente, mostramos que os componentes do SRA contribuem
significativamente para a perda 6ssea alveolar, mas n&o explicam completamente a
progressao aumentada observada nos SHR. No entanto, a modulagao diferencial de
miRNAs nos animais hipertensos sugerem seu envolvimento nessas diferengas, além
de destacar potenciais alvos terapéuticos para DP, e outras desordens dsseas, que
podem ser de interesse para orientar futuras pesquisas. Nesse sentido, a partir dos
miRNAs diferencialmente expressos na DP, elegemos um miRNA de interesse, o miR-
127-3p, que apresenta sequéncia conservada entre multiplas espécies (incluindo
ratos, camundongos e humanos), cuja fungdo na osteogénese s&o havia sido
completamente elucidada. Demonstramos entdo um efeito inibitério do miR-127-3p na
diferenciacdo osteogénica de células osteoprogenitoras humanas (células
mesenquimais estromais da medula éssea), por meio da superexpressao in vitro por
meio de um mimico de miRNA. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar um
efeito in vivo, mas nossos resultados contribuem para a compreensao da funcéo do
miR-127-3p na biologia 6ssea. Financiamentos: CAPES (cddigo 001), FAPESP
(2015/03965-2, 2018/23676-3 e 2021/09597-6).

Palavras-chave: Doencga periodontal; hipertenséo; sistema renina-angiotensina;

inflamacg&o; microRNAs.



ABSTRACT



BRITO, V. G. B. Mechanisms associated to the periodontal disease-induced
alveolar bone loss in spontaneously hypertensive rats: Role of the renin-
angiotensin system and microRNAs. Thesis (Doctorate) - Sdo Paulo State
University (Unesp), School of Dentistry, Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is a prevalent inflammatory disorder affecting the teeth'
supporting and protective tissues. Due to its high prevalence, it is often associated with
other comorbidities such as hypertension, which can contribute to its progression. The
spontaneously hypertensive rat (SHR) is a model that exhibits similarities to essential
hypertension in humans, as well as intrinsic bone impairment and increased alveolar
bone loss associated with PD. Therefore, the aim of this study was to investigate two
mechanisms, the renin-angiotensin system (RAS) and microRNA (miRNA) expression,
to better understand the increased alveolar bone loss induced by PD in this model.
Male Wistar and SHR rats at 10 weeks of age were used, and PD was induced by
bilateral ligature placement on the lower first molars and maintained for 15 days. To
evaluate the involvement of the RAS, the animals were treated with telmisartan (10
mg/kg/day), and we analyzed the alveolar bone architecture (micro-CT), RAS
component expression (RT-qPCR and IHC-P), bone formation, remodeling, and
resorption markers expression (RT-gPCR), and the production of inflammatory
mediators in the mandible (ELISA). A microarray assay was used to investigate the
differential expression of miRNAs associated with PD, followed by bioinformatics
analysis to identify potential regulated pathways. The results showed that the SHR rat
exhibited greater alveolar bone loss than the normotensive Wistar rat, partially
prevented by telmisartan treatment. We observed a reduction in osteoclast markers,
associated with decreased production of inflammatory mediators, inhibition of the
angiotensin Il type 1 receptor (Agtr1), and increased expression of the type 2 receptor
(Agt2r) in the telmisartan-treated animals. However, we found that the modulation of
RAS components was similar between Wistar and SHR rats, which did not explain the
observed differences between the models. Interestingly, microarray analysis revealed
a distinct profile of miRNAs related to immune response and bone metabolism in SHR
rats, as well as differentially modulated miRNAs between the models that were not

previously associated with periodontal homeostasis or disorders. In summary, we



demonstrated that RAS components significantly contribute to alveolar bone loss but
do not fully explain the increased progression observed in SHR rats. However, the
differential modulation of miRNAs in hypertensive animals suggests their involvement
in these differences, highlighting potential therapeutic targets for PD and other bone
disorders as well, which may be of interest for guiding future research. In this context,
from the differentially expressed miRNAs in PD, we selected a miRNA of interest, miR-
127-3p, which presents a conserved sequences among multiple species (including
rats, mice, and humans) and which role in osteogenesis has not been fully elucidated.
We demonstrated an inhibitory effect of miR-127-3p on the osteogenic differentiation
of human osteoprogenitor cells (bone marrow-derived mesenchymal stromal cells)
through in vitro overexpression using a miRNA mimic. Further studies are needed to
confirm an in vivo effect, but our results contribute to understanding the function of
miR-127-3p in bone biology. Funding: CAPES (code 001), FAPESP (2015/03965-2,
2018/23676-3, and 2021/09597-6).

Key words: Periodontal disease; hypertension; renin-angiotensin system;

inflammation; microRNAs.
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UTR Regido no codificante (do inglés, untranslated region)

VOI Volume of interest, Volume de interesse

Vtn Vitronectin, Vitronectina

wC Grupo experimental Wistar controle

WDP Grupo experimental Wistar com doenga periodontal

WTELM Grupo experimenta Wistar com doenga periodontal, tratado com

telmisartan




LISTA DE SIMBOLOS



LISTA DE SIMBOLOS

o - Alfa

* - Asterisco

B - Beta

° - Grau

°C - Graus Celsius

> - Maior que

2 - Maior ou igual a

+ - Mais

* - Mais ou menos

® - Marca registrada

< - Menor que

< - Menor ouigual a

- - Menos

: - Para (razdo matematica)

% - Porcentagem / Por cento
TM - Trademark; Marca comercial
A - Delta; variagao

AA - Delta delta; variacdo da variagao




LISTA DE ANEXOS



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de ANiMais ...ceceueeueereraesreeneas 187
Anexo 2 - Aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de ANiMais ..ccceueeecereeueeseeaeas 188
Anexo 3 - Resultado da prova de defesa publica de tese de doutorado ................ 189

Anexo 4 - Ata de defesa publica de tese de doutorado .......ccvveeeeeiireeencirrreeencseeneeas 190



SUMARIO



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL

Doencga periodontal: aspectos gerais ..........cccrmreemmnciiinniinnnrsssss s 37
Hipertensao arterial e sua relacao com a doenga periodontal ......................... 42
O sitema renina-angiotensia e sua relagcao com a doencga periodontal........... 46
MicroRNAs e sua relagao com a doencga periodontal..........ccccccceiimmrmiiiiineancnnnns 50
O tecido 6sseo, osteogénese e a relagao com mMICrornas ........ccccceeeeenncciinnennns 57
PROPOSICAOQ ......oceeeeeeeeeeteseeseessesaessesaessessessessessessessesssssssssssessessessssssssessssassanes 63
OBJETIVOS
ODbjetivo geral..........ooeiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeer e 66
Objetivos eSPecCifiCOS .......uummmmmiimmimmimimiiiiiir s 66

- CAPITULO 1 -
Papel dos telmisartan sobre o metabolismo 6sseo na mandibulas de ratos

normotensos e espontaneamente hipertensos com doenga periodontal ....... 68
4 =35 111 68
1. INTRODUGAO E OBJETIVO ......c.ocoreeerrerereesaessessessessessessssssssesssssessssssssesssssssases 69
2. MATERIAL E METODOS ........coeciiiereereeseseeseesesssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssnens 7
2.1. ANIMais € asSPeCtOS ELICOS ......ceeeiiiiiiiiiiiiie e e e e e eeeeees 71
2.2. Tratamento com telmisartan ... 72
2.3. Inducao da doenga periodontal .............oiiieeiiiiiiiiii e 72
2.4. Medida néao invasiva da pressao arterial sistolica..........c..cccooovieiiiiiiiinns 73
2.5. Dosagem plasmatica de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) .........uu s 73
2.6. Microtomografia computadorizada (miCroCT)........ccoeeeeiiiiiiii 74
2.7. Dosagem de mediadores inflamatorios .............coveieiiiiiiiiii 74
2.8. Analise de eXpreSSA0 g NICA.........oiiiiiiiiii e e e e e e 75
4.9. Imunohistoquimica em cortes parafinizados..............cccceevviieiiiiieiiieeiiin, 77
4.10. Analise estatistiCa.........ccovieiiiiie s 79
3. RESULTADOS .......ccooitiiiitttmmeeeeereeennneesennssrsssnrssssssssssssssssssssnssssssssnnnsnnsnnnnnnnnnnnnnnn 79
3.1. Telmisartan (TELM) reverte o fenétipo hipertensivo reduzindo a presséo
= =Y = PRSPPI 79
3.2. SHR apresenta atividade aumentada de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) no plasma..........cccccoiiiiiiiiiiinie 80
3.3. TELM reduz a perda 6ssea alveolar induzida por DP ..........ccccccceiviiiinnneenns 81
3.4. TELM reduziu a expressao de Agt1r e aumentou a expressao de Agt2r no
(oL TS o = 1YY =1 PP 83
3.5. TELM reduziu a produgao de mediadores inflamatérios na mandibula de
FAtOS COM DIP ... e e e e 86
3.6. TELM aumentou a expressao de Runx2 e Alp na mandibula de SHRs com
13 88

3.7. O eixo Opg/Rankl/Rank foi modulado de maneira diferente pelo TELM em
Wistar € SHR ... ot 90



3.8. TELM reduz a expressao de marcadores de reabsorgao 6ssea na

mandibula de ratosS COM DP ..., 90
4. DISCUSSAD ...ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessesessseessasasneeesssassseessssasneessssssnneessssansnesssasns 92
B. CONCLUSAOD.......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseseesssssssesssasssneesesssssneessasasnneesesssnnnessessannees 98

- CAPIiTULO 2 -
Perfil de expressao de micrornas na mandibula de ratos espontaneamente

hipertensos com doenga periodontal ............cccoiimmimciiiiiicci s 101
3 5 101 101
1. INTRODUGAO E OBJETIVOS.......cocoereererernersesaesaessessesaessessssssssssssssssssssssssens 102
2. MATERIAL E METODOS......cccooiitieiceeeessessessssssssssssssssssessssssssssssssssssssssnes 104
2.1. Animais € grupos exXperimentaiS...........couiieeeeriiiiiiiiiee e ee e e 104
2.1. Inducao da doenga periodontal ............coovieiiiiiiiiiiiiie e 104
2.3. Medida né&o invasiva da pressao arterial .............cccoeeieiiiiiiiiieieice e 105
2.4. Coleta das amostras e avaliagdo da perda éssea alveolar........................ 105
2.5. Extracdo do RNAtotal .......ooeeii 105
2.6. Microarranjo de miCroRNA ..., 106
2.7. Analise de dados de MICroarranjo ........cooeveeeeeieeieeeeeeeeeee e 106
2.8. Predicéo in silico de alvos de miRNA e analise de enriquecimento de vias
......................................................................................................................... 107
3. RESULTADOS .......cooiiiiieitemtmeeeeneeneennnnesesessssssnsssasssnsssss s s s s s s s ssnssnnsnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 108
3.1. Animais hipertensos tem maior perda éssea alveolar induzida pela doenca
PEriOAONtAl (DP) ..o 108
3.2. SHR apresentam diferencas intrinsecas na expressdo de miRNAs na
MAaNAIDUIA.....cc e 110
3.3. Predicao in silico sugerem vias de sinalizacao celular e resposta imune ..113
modulados por miRNAs em mandibula de ratos Wistar com DP ..................... 113
3.4. SHR apresenta um perfil distinto de miRNAs associado a DP .................. 116
3.5. MiRNAs sao diferencialmente regulados no SHR com DP em relagao aos
rUPOS NOMMOTENSOS ... eeieeeeiiiiee e e e e e e e eettta e e e e e e e et eeeaa e e e e eeeeeeeeannnaeeeeaeeeeeenes 121
4. DISCUSSAD .......ooieeireerceerieesesesessessessessesssssessesssssssssssssssssssssssesssssessssssssens 124
5. CONLUSAOD .....cceeeerceeeceeiee s saessessessessessessessessessessessessesssssessssssssessessessssssssens 132
- CAPITULO 3 -
Efeito do hsa-miR-127-3p na diferenciagao osteogénica de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana..........ccccceeeeemmeemeeeeeeennnnns 134
4 =51 11 PR 134
1. INTRODUGAO € ODJELIVOS.....ceceeuereeercreeieeraeseseeaeseseeseses e saesessessesassesssssnss 135
2. Material @ MELOAOS .......c.cocieeeieiciecisecsces s sse s s sas s ssess s sassnssees 137
2.1. Cultura primaria de células-tronco mesenquimais derivadas da medula
0ssea humana (NCTM) ... 137
2.2. Indugao da diferenciaga@o 0steogeéniCa ...........coevvvuiiiiiiiiiiiiiee e 137
2.3. Silenciamento e superexpressdo do hsa-miR-127-3p .......ccccoevvveeeeeeennnnn... 137
2.4. Analise da expresséo do hsa-miR-127-3p.......coouuiiiiiiiiiiiiii e, 138

2.5. Analise de proliferagao celular............cccoeeeeeee e 138



2.6. Analise da viabilidade Celular ... 139

2.7. Analise do citoesqueleto de actina ...........ccooovviiiiiiiiii e 139
2.8. Analise da express&o génica de marcadores osteogénicos...................... 140
2.9. Analise da expresséao proteica BCL6 por western blot ............................l. 141
2.10. Analise estatistiCa..............ooiiiiiiiii 141
3. RESULTADOS .......cooiiiiiiiiemiminnnnenennnnnnsssssssssssssssss s s s s s ss s s s s s s s s s s s s s s s s s nnnnnsnnnnnnnnnnnns 142
3.1. A expressao do miR-127-3p ndo é modulada durante a diferenciacao
OSTEOGENICA ... 142
3.2. Silenciamento do miR-127-3p nao afetou a osteogénese em hCTM ........ 144
3.3. Superexpressao do miR-127-3p inibe a mineralizagdo de hCTM.............. 146
3.4. Efeito do hsa-miR-127-3p na proliferacao celular.............cccccccceeeeiieennnnnnn, 146
3.5. Superexpressao do miR-127-3p nao afeta a organiza¢ao do citoesqueleto
L= 0 T o O I 148
3.6. Superexpressao do miR-127-3p altera a expressdo de marcadores
OSEEOGENICOS ... 150
3.7. BCL6 nao esta envolvida nos efeitos do miR-127-3p na osteogénese de
L I 150
4. DISCUSSAD ......oooiiciriririeese e sse s sse s sse s sassaessesaessesasssessesnesassnssnens 152
5. CONCLUSAO......ccoeceetereteieeresaessessessessessessessessessessessesssssessessssssssessessessssssssens 154
CONSIDERAGOES FINAIS ........cceeueeeieccrecreesessessessessessessessessessssssssessessessssssssssnsens 155
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooiceeiiieenssssessssssessssssessssessssssssssssssseas 159
1|0 1 186
Anexo 1 - Aprovacio da Comissao de Etica no Uso de Animais.................... 187
Anexo 2 - Aprovacio da Comissiao de Etica no Uso de Animais.................... 188
Anexo 3 - Resultado da prova de defesa publica de tese de doutorado ....... 189

Anexo 4 - Ata de defesa publica de tese de doutorado........ccccccceeirrrmnniiirneeeee. 190



INTRODUGCAO GERAL



37

DOENCA PERIODONTAL: ASPECTOS GERAIS

O periodonto compreende os tecidos adjacentes aos elementos dentarios, que
exercem a funcao primaria de suporte e protecdo dos dentes (Kinane et al., 2017;
Pihlstrom et al., 2005). O periodonto apresenta uma organizagao anatomica e
funcional complexa, mas que pode ser dividida nas seguintes estruturas,
representadas na Figura 1:

a) Gengiva: Tecido conjuntivo mole que recobre o osso alveolar e a raiz dos
dentes na regido cervical (juncdo cemento-esmalte) e pode ser anatomicamente
dividida em gengiva marginal e gengiva aderida. Sua fungao primaria é proteger os
tecidos internos do periodonto de danos mecanicos e desafios microbioldgicos, sendo
revestida por epitélios especializados, incluindo o epitélio juncional (aderido ao dente),
sulcular (voltado ao dente, mas sem contato intimo) e gengival (ou oral, voltado a
cavidade bucal) (Cho & Garant, 2000);

b) Ligamento periodontal: Tecido conjuntivo intimamente ligado ao cemento
radicular, ancorando os dentes ao processo alveolar. Tem importante participagao na
transmissao das forgas oclusais e na adaptabilidade e regeneragcéo do periodonto
(Newman et al., 2006);

c) Cemento: Tecido conectivo mineralizado e ndo vascularizado que cobre a
superficie radicular dos dentes, formando uma interface entre a dentina e o ligamento
periodontal (Cho & Garant, 2000);

d) Osso alveolar: Processo alveolar dos ossos da mandibula e maxila que
abriga as raizes dos dentes e recebe as pressdes oclusais. Trata-se, assim, de uma
estrutura ativa com grande capacidade de remodelamento, composto por 0sso

trabecular e uma lamina de osso compacto (Cho & Garant, 2000; Huja et al., 2006).
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Figura 1. Componentes anatémicos basico. Criado com BioRender.com (Brito,
2023)

A doencga periodontal abrange diversas condi¢des inflamatérias que afetam o
periodonto. A forma mais comum é causada pelo acumulo de placa bacteriana ao
redor dos dentes devido a higiene oral inadequada (Pihlstrom et al., 2005). No entanto,
outras causas também podem ser identificadas, como disturbios genéticos com
manifestagdes periodontais (Alaluusua et al., 1997; Bailleul-Forestier et al., 2008;
Kapferer-Seebacher et al., 2016; Rai et al., 2010; Wiebe et al., 2008), sindromes
metabdlicas, como diabetes (Preshaw et al., 2012) e osteoporose (Wang & McCauley,
2016), habitos prejudiciais, como tabagismo e consumo excessivo de alcool

(Bergstrom, 2004; Tezal et al., 2001), deficiéncias imunoldgicas hereditarias ou
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adquiridas (Al-Hezaimi et al., 2012), além de outros fatores menos prevalentes, como
deficiéncias nutricionais, traumas e neoplasias (Newman et al., 2014).

A doenga periodontal é altamente prevalente em todo o mundo, estimando-se
que afete entre 0,8 e 1,4 bilhdes de pessoas, representando um desafio para a saude
publica, especialmente em regides com populagdes socioeconomicamente
vulneraveis (Chen et al., 2021a). E a principal causa de perda de dentes, resultando
em dificuldades na mastigagdo, comprometimento da fala e impactos negativos na
autoestima e qualidade de vida dos individuos afetados (Batchelor, 2014; Bonfim Mde
et al., 2013).

A patogénese da doencga periodontal, ilustrada na Figura 2, envolve o acumulo
de placa bacteriana nos dentes, desencadeando uma resposta inflamatéria
autolimitada na gengiva (gengivite). Nessa fase, a higiene adequada interrompe o
estimulo inflamatério, levando a resolugao espontanea do processo (Hasan & Palmer,
2014; Lindhe et al., 2015). Entretanto, se a presenca da placa bacteriana persistir,
ocorre a cronificagdo do processo, calcificagdo da placa bacteriana (calculo dentario)
e formacdo de bolsas periodontais, caracterizadas pelo aprofundamento do sulco
gengival e colonizagao por microrganismos de estruturas mais internas (Newman et
al., 2014; Pihlstrom et al., 2005). A resposta inflamatéria, inicialmente protetora, torna-
se cada vez mais intensa e a principal responsavel pela deterioracdo dos tecidos
periodontais (Cekici et al., 2014).

Nessa fase, a doencga periodontal apresenta uma progressao mais acelerada e
pode ter consequéncias irreversiveis para a saude periodontal, tornando necessario o
cuidado odontolégico especializado. Sem tratamento, a deterioragéo dos tecidos pode
levar a perda de insercdo, resultando na perda do dente, que € uma das

consequéncias mais graves da doenga periodontal (Berglundh et al., 2002; Donos et
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al., 2012; Schou et al., 2006). Com o tratamento periodontal adequado, € possivel
eliminar a infecgao e promover a restauragao parcial dos tecidos, mas a regeneragao
completa das estruturas periodontais geralmente ndo ocorre. Além disso, dependendo
da gravidade da doenga, pode ser necessaria uma abordagem de reabilitacao

protética (Plessas, 2014; Teughels et al., 2014).

inflamacao dos
tecidos de protecio
\

calculo dentério

bolsa periodontal —

reabsorcao dssea

perda de insergao

infiltrado inflamatorio

Figura 2. Principais caracteristicas da doenga periodontal. Criado com
BioRender.com (Brito, 2023)

Devido a sua alta prevaléncia, a doenga periodontal frequentemente esta
associada a outras doengas pré-existentes, o que tem um impacto significativo em

sua progressdao. Embora o fator microbiolégico seja determinante para o
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desenvolvimento da doenga periodontal, sua progressao depende da interagao
dinamica entre o patégeno e o hospedeiro (Cekici et al., 2014; Kulkarni & Kinane,
2014). Portanto, comorbidades como hipertensao, diabetes e osteoporose tém um
impacto significativo na gravidade das consequéncias locais da doenga periodontal. A
relagdo causal entre essas doengas ainda nao é totalmente compreendida, mas cada
vez mais estudos sugerem que o aumento sistémico da carga inflamatoéria seja o
mediador comum entre a doenca periodontal e as desordens sistémicas (Caillon &
Schiffrin, 2016; Hajishengallis & Chavakis, 2021).

Além disso, a doenga periodontal tem um impacto na saude sistémica e é
considerada um fator de risco para doencas cardiovasculares, metabdlicas e
complicagcbes gestacionais (Hajishengallis & Chavakis, 2021). Sabe-se que a doenca
periodontal leva a um quadro de inflamagao sistémica de baixo grau, associado a
complicagcbes extraorais, e alguns mecanismos foram propostos para explicar esta
resposta, como bacteremias transitoérias devido ao acesso de patégenos periodontais
a circulacao sistémica por meio de ulceras no epitélio gengival (Ohki et al., 2012;
Paraskevas et al., 2008).

A doenga periodontal ndo é apenas uma condig¢ao localizada na cavidade oral,
mas também tem implicagdes sistémicas significativas. Sua interagdo complexa com
comorbidades e seu papel como fator de risco para doencas cardiovasculares,
metabdlicas e complicagdes gestacionais destacam a importancia de abordagens
interdisciplinares no cuidado e prevencao da doenca periodontal. Desta forma, o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na progressédo da doencga
periodontal, especialmente associada a comorbidades, é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevencao mais eficazes, visando a

promogao da saude global do individuo.
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HIPERTENSAO ARTERIAL E SUA RELACAO COM A DOENGCA PERIODONTAL

A hipertensao arterial sistémica € caracterizada pelo aumento persistente da
pressao arterial e, geralmente, nao apresenta sintomas perceptiveis aos pacientes.
Isso leva a diagndsticos tardios e complicagdes resultantes da falta de tratamento,
sendo o principal fator de risco associado a morbidade e mortalidade por doencas
cardiovasculares. A hipertensdo pode ter diferentes causas, mas, de maneira geral,
pode ser classificada como hipertensdo secundaria, quando possui uma causa
definida, como alteragdes enddcrinas ou renais, ou como hipertensao primaria (ou
essencial), quando ¢ idiopatica e multifatorial, sem uma causa bem definida (Oparil et
al., 2018).

A hipertensdo essencial corresponde a aproximadamente 90% dos
diagndsticos e, apesar de ser idiopatica, pode estar associada a fatores genéticos,
devido a sua alta herdabilidade, e, principalmente, a habitos de vida prejudiciais, como
sedentarismo, dieta desequilibrada e tabagismo (Carretero & Oparil, 2000; Harrison et
al., 2021). Estima-se que 30% da populacéo seja hipertensa, tornando-se assim um
importante problema de saude publica e, por vezes, considerada uma "epidemia"
global (Mills et al., 2020).

A probabilidade de coexisténcia da hipertensdo e da doenca periodontal é
bastante alta, principalmente por compartilharem fatores de risco (Lockhart et al.,
2012). Além disso, evidéncias tém mostrado uma relagdo causal entre essas duas
patologias, sendo a inflamagao sistémica crénica o principal mediador comum (Boos
& Lip, 2006; Dixon et al., 2020).

O estabelecimento da hipertensdo arterial apresenta um componente

inflamatério importante, e ja houve progressos na compreensdo do papel da



43

imunidade inata e adaptativa na patogénese de doencgas cardiovasculares (Dixon et
al., 2020; Harrison et al., 2011). Por exemplo, o quadro hipertensivo ja foi associado
ao aumento de mediadores inflamatdrios, estresse oxidativo e disfungdes endoteliais
(Brito et al., 2013; Mirhafez et al., 2014; Rothman et al., 2020). De maneira geral, o
aumento da carga inflamatdria sistémica causado pela hipertensao é sugerido como
um fator de risco para uma maior susceptibilidade e progressao aumentada da doenga
periodontal.

Além disso, a hipertensao é considerada um fator de risco para as desordens
de perda 6ssea (Ye et al., 2017), e ja foram propostos mecanismos para explicar essa
relagdo, como o0 metabolismo anormal de calcio, aumento do paratorménio, alteragbes
nos niveis séricos de vitamina D e K e alteragdes na producao de oxido nitrico (llic et
al., 2013). O manejo clinico da perda éssea geralmente inclui agentes farmacoldgicos
antirreabsortivos ou anabdlicos (Rodan & Martin, 2000), mas estudos tém mostrado
um efeito benéfico de drogas anti-hipertensivas, o que evidencia ainda mais a relagao
entre a hipertensdo e a homeostasia éssea, sugerindo alternativas complementares
as abordagens terapéuticas classicas (Puttnam et al., 2017).

Apesar de haver muitas evidéncias disponiveis, ndo ha um consenso clinico
sobre o efeito da hipertensdo na perda éssea alveolar decorrente da doenca
periodontal. Estudos de coorte sdo mais claros ao mostrar uma relagédo da doencga
periodontal com comorbidades como diabetes (Roy et al., 2019; Stohr et al., 2021) e
osteoporose (Hong et al., 2021; Lee, 2022), enquanto em relagdo a hipertenséo,
muitas vezes os resultados s&o inconclusivos. E importante considerar que, por se
tratar de duas doengas com alta prevaléncia, ha um viés epidemioldgico relevante,
havendo certa dificuldade em identificar individuos na populagdo que apresentem

apenas uma das duas doencas e apenas as duas doencas associadas. Outras
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comorbidades e fatores dificultam a estratificacdo dos estudos, o que pode resultar
em resultados inconclusivos.

Diante disso, os modelos animais sdo uma alternativa interessante para a
investigacao experimental. No contexto da hipertensdo, o rato espontaneamente
hipertenso (SHR, do inglés spontaneously hypertensive rat) € um modelo amplamente
utilizado no estudo de doengas cardiovasculares e se destaca por mimetizar muitos
aspectos da hipertensédo essencial humana. Os SHR sao uma linhagem isogamica
(inbred) desenvolvida a partir do cruzamento exogamico (outbred) de ratos Wistar
Kyoto que apresentavam espontaneamente uma elevagdo acentuada da pressao
arterial (Okamoto & Aoki, 1963). Os SHR sdo normotensos ao nascimento (90-100
mmHg) e apresentam aumento espontaneo da pressao arterial a partir da sexta
semana de vida, podendo alcancar valores proximos a 200 mmHg aos 12 meses de
idade (Yamori, 1994).

Além da hipertensdo, estudos anteriores, incluindo alguns realizados pelo
nosso grupo de pesquisa, mostraram que os SHR apresentam alteragées no
metabolismo ésseo associadas ao gendtipo e fendtipo hipertensivo. Essas alteragdes
incluem menor crescimento e densidade mineral 6ssea, bem como um aumento no
turnover 6sseo (Inoue et al., 1995; Izawa et al., 1985; Tiyasatkulkovit et al., 2019).
Observou-se também um atraso na osteogénese in vitro de precursores
mesenquimais em SHR (Chaves Neto et al., 2018; Landim de Barros et al., 2016) e
um prejuizos no reparo 6sseo (Bastos et al., 2010; Manrique et al., 2012). Além disso,
a resposta inflamatdria na doenca periodontal € aumentada em SHR em comparacéao
com ratos normotensos (Bonato et al., 2012),

Com base nisso, o SHR é um modelo interessante para investigar os

mecanismos associados a progressao da doenga periodontal no contexto da
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hipertensdo. Como mencionado, varios mecanismos estdo envolvidos na patogénese
da hipertensdo e podem também estar relacionados a progressdao da doenga
periodontal. Nesta tese, abordaremos especificamente a participagdo do sistema
renina-angiotensina, um dos principais mecanismos fisiopatoldgicos na hipertensao,
e os microRNAs, um mecanismo epigenéticos com importante papel na regulagao

transcricional, discutidos nos topicos subsequentes desta introducgao.
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O SITEMA RENINA-ANGIOTENSIA E SUA RELAGAO COM A DOENCA

PERIODONTAL

O sistema renina-angiotensina (SRA), esquematizada na Figura 3, é um
sistema peptidico de natureza enddcrina, com importante papel na regulagao das
fungdes cardiovasculares e renais, como a pressao arterial e o equilibrio
hidroeletrolitico (Laghlam et al., 2021). De maneira resumida, o sistema &€ composto
pelo angiotensinogénio (Agt), que é o principal substrato do SRA e é produzido
principalmente no figado. O Agt é clivado na circulagdo pela enzima renina (Ren)
(produzida majoritariamente pelas células justaglomerulares renais), formando a
angiotensina | (Angl) (Hackenthal et al., 1990). A Angl é entdo convertida em
angiotensina Il (Angll) pela enzima conversora de angiotensina (Eca ou Ace), que esta
presente principalmente nas células endoteliais vasculares do tecido pulmonar
(Soubrier et al., 1993).

A Angll é considerada o principal peptideo ativo do SRA e suas agbes sao
mediadas pelos receptores de angiotensina Il do tipo 1 e 2 (Agt1r ou AT1R e Agt2r ou
AT2R) (de Gasparo et al., 2000). Ambos, receptores transmembrana acoplados a
proteina G, mas interessante notar que o AT1R tem efeitos vasoconstritores, pro-
inflamatdrios e pré-oxidantes, enquanto o AT2R tem efeitos vasodilatadores e anti-
inflamatadrios, e tem sido demonstrado como um contrarregulador endégeno do AT1R
(AbdAlla et al., 2001).

Além do eixo Angll-AT1R/AT2R, existe um outro eixo chamado de néo
candnico, que envolve a producao de outros peptideos ativos. Um desses peptideos

€ a angiotensina 1-7 (Ang1-7), produzida a partir da clivagem da Angll pela Eca2. A
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Ang1-7 também pode ser produzida a partir da Angl pela Eca2, através da formagéao
de angiotensina 1-9 (Ang1-9) e subsequente conversdo em Ang1-7 pela Eca.

As acoes da Ang1-7 sdo mediadas pelo receptor Mas (Masr), e possui efeitos
bioldgicos similares aos do AT2R, incluindo vasodilatagdo, agao anti-inflamatéria e
antioxidante (Jackson et al., 1988). Em resumo, o eixo ndo canbénico Eca2-Ang1-7-
MasR atua como um mecanismo de contra regulagao dos efeitos da via Angll-AT1R.
Ele limita o acumulo de Angll e exerce efeitos bioldgicos opostos, neutralizando, pelo

menos em parte, as agdes do AT1R (F. Jiang et al., 2014).
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Figura 3. Componentes do sistema renina-angiotensina. Adaptado de BioRender
Template Brain Renin Angiotensin System (Walls A, 2023).
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Além do sistema renina-angiotensina enddcrino, classicamente descrito, foi
observado que os componentes do SRA também estdo presentes em diferentes
tecidos, o que levou a caracterizagdo dos chamados sistemas renina-angiotensina
locais, ou tecido-especificos. Esses sistemas podem atuar parcialmente ou totalmente
independentemente dos componentes circulantes do SRA (Paul et al.,, 2006),
ampliando assim a compreensdo do SRA como nado apenas um sistema enddcrino,
mas também como um sistema paracrino e autocrino.

A expressdo dos componentes do SRA em tecidos especificos tem sido
amplamente documentada (Campbell, 2014), e desempenham papéis importantes em
diversas funcgbes fisiologicas e patologicas, incluindo a resposta inflamatdria,
proliferacdo e diferenciagcao celular, metabolismo, resposta a lesbes e estresse, e
reparo tecidual (Almutlaq et al., 2021; Husain et al., 2015; Saravi et al., 2021; Shahveisi
et al., 2014).

No contexto da biologia periodontal, estudos tém descrito a presenga de
sistemas renina-angiotensina locais nos tecidos periodontais em diferentes modelos
experimentais (Ohuchi et al., 2004; Santos et al., 2015; Souza et al., 2007). Além
disso, a inibigao da via Angll-AT1R ja foi associada a inibi¢do do processo inflamatorio
periodontal (Dionisio et al., 2020; Gabriele et al., 2017; Li et al., 2019; Oliveira et al.,
2019). Essas evidéncias sugerem o envolvimento dos sistemas renina-angiotensina
locais na regulagao da inflamacao e da resposta imune na doenga periodontal. No
entanto, a regulacdo desses sistemas no tecido 6sseo alveolar ainda € pouco
estudada e requer mais investigacoes.

De fato, estudos clinicos e experimentais tém evidenciado um papel importante
do sistema renina-angiotensina na biologia éssea (Mo et al., 2020; Zhao et al., 2019),

no entanto, alguns resultados séo conflitantes. Por exemplo, estudos mostraram que
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a inibicdo de renina e a enzima conversora de angiotensina (Eca), pode reduzir a
perda Ossea alveolar induzida pela doenga periodontal (Oliveira et al., 2019) e
prejuizos 6sseos decorrentes da ovariectomia em camundongos (Zhang et al., 2016).
Além disso, a inibicdo da Eca foi associada a uma maior densidade mineral 6ssea em
homens e mulheres em estudos de coorte (Garcia-Testal et al., 2006; Rianon et al.,
2017) e foi capaz de prevenir parcialmente a osteoporose em ratas hipertensas
ovariectomizadas (Shimizu et al., 2009).

Em relagdo ao bloqueio do receptor de angiotensina, trabalhos ja encontraram
associagao entre o bloqueio de AT1 e menor incidéncia de fraturas em idosos (Kwok
et al., 2017), enquanto outro estudo nao observou diferencas significativas (Butt et al.,
2014) Além disso, o eixo Eca2/Ang1-7/Masr tem sido associado aos efeitos
preventivos da inibicdo da Eca em ratas osteoporéticas (Abuohashish et al., 2017). No
entanto, um estudo mostrou que o tratamento com os antagonistas de AT1R
telmisartan e losartana ndo teve efeito nos marcadores de turnover 6sseo em
pacientes hipertensos (Aydogan et al., 2019), enquanto outro estudo mostrou que o
telmisartan reduziu a densidade mineral 6ssea em ratos hipertensos (Birocale et al.,
2016).

E importante ressaltar que as diferencas nas populagdes estudadas, nos
modelos experimentais e nas metodologias utilizadas podem contribuir para esses
resultados conflitantes, e desta forma, a investigagdo e a melhor compreensao do
SRA local na doenca periodontal, especialmente na perda 6ssea alveolar no contexto
da hipertensdo, podem fornecer insights sobre novas estratégias terapéuticas

direcionadas aos tecidos periodontais.
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MICRORNAS E SUA RELAGAO COM A DOENCA PERIODONTAL

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenos RNA nao codificantes, compostos por
aproximadamente 22 nucleotideos, que desempenham um papel fundamental na
regulacdo da expressao génica. Descobertos em nematoides (Caenorhabditis
elegans) em 1993 (Lee et al., 1993), e, desde entdo, tém sido identificados em
diversos organismos como um mecanismo epigenético de regulagdo poés-
transcricional, envolvido em varias fungdes celulares (Bartel, 2004; Dexheimer &
Cochella, 2020).

A biogénese dos miRNAs é um processo complexo e finamente regulado.
Resumidamente, na via candnica, os genes de miRNA, geralmente encontrados em
regides intergénicas, sao transcritos pela RNA polimerase I, dando origem aos
microRNAs primarios (pri-miRNAs) (Lee et al., 2004). Os pri-miRNAs sao transcritos
longos, com aproximadamente 200 nucleotideos, apresentando $' cap e cauda poli-A,
e adotam uma estrutura em forma de grampo (hairpin) (Bartel, 2004; Lee et al., 2002).

Ainda no nucleo, os pri-miRNAs sao processados pelo complexo
microprocessador que inclui a enzima Drosha, uma ribonuclease lll de classe 2, e seu
cofator DGCRBS8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8), uma proteina de ligagéao
a RNA (RNA-binding protein). Os pri-miRNAs s&o clivados nas regides terminais 3' e
5', gerando um hairpin menor chamado de miRNA precursor (pré-miRNA), com
aproximadamente 70 a 100 nucleotideos (Han et al., 2004; Lee et al., 2003) (Figura
4A).

Os pré-miRNAs sao entdo transportados para o citoplasma por proteinas como
a Exportina-5, que reconhece e transporta os pré-miRNAs através dos poros

nucleares (Kim, 2004; Lund et al., 2004). No citoplasma, os pré-miRNAs sao
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processados pela enzima Dicer, uma ribonuclease que cliva os pré-miRNAs em uma
molécula de RNA de fita dupla (duplex de microRNA), com cerca de 20-25
nucleotideos (Lee et al., 2003). As duplex de microRNA contém as fitas dos miRNAs
maduros 3p e 5p, denominados a partir de sua orientagao no pré-miRNA, e uma de
suas caracteristicas distintas é n&o serem perfeitamente paralelas ou
complementadas, apresentando pequenos loops (Figura 4A) (Bartel, 2004).

Além disso, também existe a biogéneses de miRNAs por vias alternativas, ou
nao candnicas (Miyoshi et al., 2010). Por exemplo, os miRNAs originados de introns
de genes codificadores, conhecidos como mirtrons. Nesses casos, os pré-miRNAs
sao gerados durante o processo de splicing e nao requerem o processamento pelo
complexo microprocessador, mas seguem a via candnica apos a exportacao do
nucleo (Okamura et al., 2007).

A principal acdo dos miRNAs é o silenciamento de RNAs mensageiros (MRNA)
especificos, que € mediada por um complexo ribonucleoprotéico, denominado RISC
(do inglés RNA-induced silencing complex) (Hammond et al., 2001). O miRNA duplex
€ incorporado ao RISC, e uma das fitas (3p ou 5p) é ancorada seletivamente a
proteina Argonauta (Ago), tornando-se a fita funcional, enquanto a outra fita,
conhecida como fita passageira, € ejetada do RISC e eventualmente degradada
(Figura 4A) (Medley et al., 2021). Embora ambas as fitas possam ser selecionadas,
geralmente apenas uma delas predomina como a fita funcional, mas em alguns casos,
ambas as fitas sao funcionais (Bartel, 2009). Acredita-se que as fitas de miRNA
maduras que contenham uracila na regido 5' e/ou aquelas com menor estabilidade
termodinamica tenham maior probabilidade de serem selecionadas, embora muitos

casos nao sigam esses padrbes, e 0s mecanismos que governam a selegao da fita
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funcional ainda nao foram completamente elucidados (Medley et al., 2021; Meijer et
al., 2014).

Dentro do RISC, os miRNAs interagem com os mRNAs-alvo por meio de
pareamento de bases complementares (Figura 4B) (Dexheimer & Cochella, 2020). A
sequéncia seed dos miRNAs, geralmente composta pelos nucleotideos 2 a 8 na
extremidade 5', é o principal elemento de reconhecimento dos mRNAs-alvo, de modo
que miRNAs que compartilham a mesma sequéncia seed sao agrupados em familias.
Nos casos em que ha o pareamento perfeito da sequéncia seed com a regiao 3' nao
codificante (3'UTR, do inglés untranslated region) do mRNA-alvo, ocorre a degradacgéao
desse mMRNA. Por outro lado, em casos de pareamento parcial da sequéncia seed, a
interacdo entre o MIRNA e o mRNA pode ser estabilizada pelo pareamento
complementar na regido 3' do miRNA, resultando na inibicdo da tradug¢ao da proteina
do mRNA-alvo (Bartel, 2004) (Figura 4C).

Curiosamente, ha evidéncias da acao direta dos miRNAs na regulagao positiva
da traducdo de mRNAs, embora seja um mecanismo ainda pouco estudado
(Ramchandran & Chaluvally-Raghavan, 2017). Esse fenébmeno foi observado apenas
in vitro durante a interrupcao do ciclo celular, no estado GO, e n&o foi observado em
estados proliferativos (Bukhari et al., 2016; Truesdell et al., 2012; Vasudevan et al.,

2007).
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Figura 4. Biogénese e mecanismo de acao dos microRNAs. (A) Biogénese dos
microRNAs, (*) complexos proteicos representados pelo componente principal; (B)
Complexo RISC (do inglés RNA-induced silencing complex); (C) Mecanismos de agao
dos microRNAs. Criado com BioRender.com (Brito, 2023)

A maioria dos processos biolégicos € regulada de alguma forma por microRNAs
Embora apenas cerca de 2% do genoma humano consista em genes miRNA, estima-
se que mais de 60% dos genes codificadores sejam regulados por miRNAs em nivel
pos-transcricional (Friedman et al., 2009). Devido ao seu pequeno tamanho, os
miRNAs tém o potencial de modular a expresséo de centenas ou até milhares de
genes simultaneamente. No entanto, é importante destacar que a fungao bioloégica
dos miRNAs é especifica para tecidos ou células.

As interagcdes entre miRNAs e mRNAs ocorrem quando o miRNA esta

suficientemente expresso simultaneamente com seus mRNAs-alvos (Bartel, 2009).
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Essas interagbes resultam em alteracdes sutis na expressao génica e/ou proteica e,
as vezes, atuam de forma redundante nos circuitos de regulagdo génica, mediando o
chamado "efeito tampao" sobre o ruido transcricional. Isso contribui para a robustez
das redes regulatérias de expressao génica, reduzindo a flutuagdo na transcricao
genética e, consequentemente, na tradugao proteica (Ebert & Sharp, 2012; Strovas et
al., 2014).

A regulagao de processos bioldgicos por miRNAs geralmente envolve uma rede
de diferentes miRNAs que podem modular de forma redundante a mesma via
biolégica, produzindo coletivamente um efeito biolégico robusto. Isso ocorre
especialmente quando os alvos sdo elementos centrais de uma via bioldgica,
produzindo coletivamente efeitos generalizados, como na sobrevivéncia e proliferagao
celular, metabolismo, diferenciacao celular e morfogénese (Alvarez-Garcia & Miska,
2005; Ambros, 2004). A sofisticacdo e sutileza da regulacdo genética mediada por
MiRNAs sao talvez seus aspectos mais interessantes. Os avancos nas técnicas para
avaliagao de sua expressao, assim como para a modulagdo de sua expressao in vivo
e in vitro tem tornado os mMiRNAs potencialmente uteis no estudo de doencas
complexas, inclusive como ferramentas terapéuticas e diagnosticas.

No entanto, investigar a fungdo de miRNAs especificos pode ser desafiador,
uma vez que seus efeitos dependem dos mRNA-alvos. Identificar e validar essas
interacbes requer o uso de técnicas como avaliagdo do transcriptoma,
imunoprecipitacdo e ensaios de luciferase. Nesse contexto, avangos nas analises
computacionais (in silico) ttm se mostrado cada vez mais Uteis para direcionar essas
investigacdes (Riolo et al., 2020). Quanto a modulacdo da expressao dos miRNAs,
técnicas baseadas em vetores virais e o uso de moléculas de RNA sintéticas que

mimetizam ou antagonizam miRNAs endoégenos tém se mostrado abordagens
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experimentais muito uteis. Entretanto, a aplicagao clinica dos miRNAs requer uma
compreensao mais aprofundada de suas fung¢des no transcriptoma e proteoma de
diferentes tipos de células e tecidos, bem como de seus possiveis efeitos adversos
(off-target) (Hanna et al., 2019; McAlinden & Im, 2018).

Varios miRNAs ja foram associados a regulagéo de processos inflamatérios e
reparo tecidual (Jiang et al., 2022; Sonkoly & Pivarcsi, 2009), incluindo na doenca
periodontal (Irwandi & Vacharaksa, 2016; Mico-Martinez et al., 2021). Por exemplo, o
miR-146a é um dos miRNAs mais estudados no contexto da inflamagao periodontal,
e sua regulacdo positiva no tecido gengival e na circulagdo tem sido associada a
gravidade da doencga periodontal, sendo considerado um importante biomarcador
(Ghotloo et al., 2019; Motedayyen et al., 2015; Xie et al., 2011). Além disso, miRNAs
da familia miR-200 foram associados a efeitos anti-inflamatérios, reduzindo a
producao de citocinas e a formacao de osteoclastos (Akkouch, Eliason, et al., 2019;
Akkouch, Zhu, et al., 2019; Krongbaramee et al., 2021).

No entanto, € importante ressaltar que a maioria dos estudos na area da
biologia periodontal tem se concentrado na investigacdo dos tecidos moles do
periodonto, como a gengiva e o ligamento periodontal, além de matrizes bioldgicas,
como saliva e fluido crevicular, mas a pesquisa sobre a modulacdo de miRNAs
relacionada as alteracdes no osso alveolar ainda é limitada. O perfil de expressao de
miRNAs ja foi avaliado na mandibula de camundongos com osteoporose induzida por
ovariectomia (Hao et al., 2016) e na maxila de ratos com leséo periapical (Gao &
Zheng, 2013). No entanto, em relagao ao osso alveolar especificamente, no contexto
da doenca periodontal, os estudos ainda sao escassos.

Nas areas da biologia 6ssea e ortopedia, os miRNAs tem sido extensivamente

estudada na homeostase e em desordens do tecido 6sseo (Hensley & McAlinden,
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2021; Liuetal., 2019). Além disso, a fungao de varios miRNAs ja foram funcionalmente
caracterizada em osteoblastos (Arfat et al., 2015) e osteoclastos (Lozano et al., 2019;
Weivoda et al., 2021). H4 uma necessidade melhor compreender o papel de miRNAs
na regulagao do osso alveolar no contexto da doenga periodontal, como proposto no
capitulo 2 desta tese. Esse estudo pode fornecer insights sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na progressdao da doenga, e potencialmente evidenciar
miRNAs relevantes que direcionem abordagens terapéuticas mais eficazes para o

tratamento da doencga periodontal e outras condigdes relacionadas ao tecido 6sseo.
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O TECIDO OSSEO, OSTEOGENESE E A RELAGAO COM MICRORNAS

O tecido 6sseo € uma forma rigida de tecido conjuntivo que desempenha
diversas fungdes essenciais no organismo humano. Além de fornecer suporte e
protecao aos tecidos moles, o tecido 6sseo também possui fungdes metabdlicas,
enddécrinas e hematopoiéticas, tornando-se um componente fundamental para a
homeostase e a saude geral do corpo (Burr & Allen, 2019).

O desenvolvimento do esqueleto tem inicio no primeiro trimestre intrauterino e
continua ao longo dos anos pdés-natais, ocorrendo por meio de dois processos
distintos: ossificagdo intramembranosa e ossificagdo endocondral. A ossificacéo
intramembranosa resulta na formagao de ossos chatos e de formato irregular, como
0s 0sso0s do cranio, incluindo a mandibula e a maxila, a escapula e a clavicula. Esse
processo acontece dentro de membranas de tecido conjuntivo, através da
aglomeracao de células-tronco mesenquimais que se diferenciam em osteoblastos,
formando um centro primario de ossificagao. Por outro lado, a ossificagdo endocondral
€ responsavel pela formacado da maioria dos 0ssos e ocorre a partir de um molde de
cartilagem, que é gradualmente substituido por tecido ésseo mineralizado, por meio
da diferenciagao osteogénica dos condrdcitos.

Macroscopicamente, os ossos maduros podem ser divididos em osso cortical
(ou compacto), que é essencial para suportar cargas devido a sua maior densidade,
€ 0sso trabecular (ou esponjoso), que € mais poroso e possui uma microarquitetura
especifica, desempenhando um papel importante na redistribuicdo das tensdes
exercidas sobre o0 0sso para a regiao cortical. A regulagao da composi¢cao mineral e
organizagdo da matriz organica do tecido € essencial para a manutengdo das

propriedades e fungdes dos 0ssos. A matriz inorganica, composta principalmente por
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hidroxiapatita contendo calcio e fosfato, representa cerca de 65% do peso seco dos
ossos. Além disso, outros componentes, como carbonatos, citratos, sodio, fluoretos e
estréncio, estdo presentes em propor¢des menores (Fleisch, 2000). A matriz organica,
por sua vez, constitui aproximadamente 25% do peso dos ossos e é composta
principalmente por proteinas colagenas (cerca de 90%) e proteinas ndo colagenas,
como osteopontina, osteonectina, sialoproteina éssea e osteocalcina (Burr & Akkus,
2014). A matriz organica serve de arcabouco para a deposicdo mineral e é
fundamental para a microarquitetura do tecido 6sseo, conferindo forga, rigidez e
regulando a taxa de deposicao mineral.

A homeostase dindmica do tecido 6sseo € mantida através das atividades
coordenadas de osteoblastos e osteoclastos. Os osteoclastos tém origem na
diferenciagcdo e fusdo de macrofagos na medula 6ssea e sao responsaveis pela
reabsorgcao 0ssea através da liberagéo de enzimas e acidos que degradam a matriz
mineralizada (Veis & O'Brien, 2023). Eles desempenham um papel fundamental no
remodelamento 6sseo, um processo continuo, que permite a substituicdo do tecido
velho ou danificado por um tecido novo, essencial para a manutengao da integridade
do esqueleto adulto (Siddiqui & Partridge, 2016; L. Wang et al.,, 2022). Os
osteoblastos, por sua vez, tém origem nos precursores mesenquimais do estroma da
medula 0ssea e sido responsaveis pela formagao dssea, incluindo a producgao e a
mineralizagao da matriz extracelular (Long, 2011).

A osteogénese € um processo finamente controlado por diversos fatores que
regulam os diferentes estagios da diferenciagdo. A diferenciagcdo na linhagem
osteogénica se inicia com o comprometimento fenotipico de células
osteoprogenitoras, e depende de dois fatores de transcricdo mestres, o fator de

transcricdo relacionado a runt-2 (Runx2, alternativamente, Cbfa1) (Komori et al.,
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1997), e osterix (Osx, alternativamente, Sp7) (Nakashima et al., 2002). Ambos sao
essenciais tanto nos estagios iniciais quanto na manutencgao do fenétipo osteoblastico
(Long, 2011)., e regulam a expressao de outros genes associados as fungdes dos
osteoblastos como colageno tipo |, fosfatase alcalina, sialoproteina Ossea, e
osteocalcina, brevemente descritos a seguir:

a) Colageno tipo | (Cal1la1): Amplamente produzido pelos osteoblastos e o
principal constituinte da matriz extracelular que confere rigidez, estabilidade e
resiliéncia ao tecido devido a sua configuragao estrutural e organizacao (Brodsky &
Persikov, 2005);

b) Fosfatase alcalina (Fal ou Alp): Enzima ancorada na membrana dos
osteoblastos com um importante papel na disponibilizacdo de ions fosfato para o
processo de deposi¢cao mineral (Pizauro et al., 1995; Simao et al., 2007);

¢) Osteopontina (Opn): Proteina ndo-colagena abundante com papel na adesao
das células Osseas (Butler et al., 1996), além regulam sua ativagdo e motilidade
(Denhardt et al., 2001; Reinholt et al., 1990; Ross et al., 1993);

d) Sialoproteina 6ssea (Bsp): Proteina expressa no inicio da mineralizagao e
com alta afinidade as fibras de colageno, contribuindo para a nucleagao inicial dos
cristais de hidroxiapatita (Fujisawa et al., 1995; Ganss et al., 1999);

e) Osteocalcina (Ocn): Uma das principais proteinas ndo colagenas da matriz
Ossea e considerada um marcador da maturacdo dos osteoblastos, por ser expressa
no estagio tardio da diferenciagdo; Tem alta afinidade aos cristais de hidroxiapatita,
sendo componente chave da mineralizagdo, regulando o crescimento dos cristal
(Boskey et al., 1998).

O progresso da diferenciagdo é marcado pela relagao inversa com proliferagao

destas células e pelo padrao temporal da expressao destas proteinas especificas, que
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podem ser usadas como marcadores das fases do desenvolvimento e fungdo dos

osteoblastos, como esquematizados na Figura 5.
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Figura 5. Principais fases e marcadores da diferenciagcao osteogénica. Runx2,
Runt-related transcription factor 2; Osx, osterix; Col1, colageno tipo 1; OPN,
osteopontina; ALP, fosfatase alcalina; OCN, osteocalcina; BSP, sialoproteina dssea;
HA, hidroxiapatita. Criado com BioRender.com, baseado em Stein and Lian (1993).

Apo6s a maturacao, os osteoblastos tém trés destinos possiveis. Eles podem

permanecer na matriz mineralizada, diferenciando-se em ostedcitos, que constituem

cerca de 95% das células no tecido 6sseo maduro. Os ostedcitos desempenham um

papel crucial na manutencdo da homeostase do tecido, regulando a remodelagao

O0ssea em resposta a sinais mecanicos e hormonais (Delgado-Calle & Bellido, 2022;
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Robling & Bonewald, 2020). Outra possibilidade é que os osteoblastos maduros se
tornem osteoblastos quiescentes, que revestem as superficies 6sseas inativas (Miller
et al., 1989), e por fim, alguns osteoblastos podem entrar em apoptose (Jilka et al.,
1998).

Os miRNAs tém um importante papel tanto na diferenciacdo das células
osteoprogenitoras quanto na atividade das células maduras, regulando a rede de
expressao génica que governa as respostas dessas células a diferentes estimulos.
Nesse contexto, um numero crescente de miRNAs vem sendo identificado e estudado,
como revisado por diferentes autores (Hensley & McAlinden, 2021; Huang et al., 2017;
Wang et al., 2019). Por exemplo, estudos tém demonstrado que a superexpressao de
miR-23a, miR-27b-3p, miR-93-5p, mMiR-132-3p e mMIiR-145 inibe a diferenciagao
osteogénica in vitro de precursores mesenquimais (Hao et al., 2018; Peng et al., 2017;
Xu et al., 2019; Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2017), enquanto a superexpressao
de miR-29a, miR-98 e miR-342-3p tem o efeito oposto (Gao et al., 2018; Han et al.,
2018; Tan et al., 2018).

As desordens esqueléticas geralmente sdo caracterizadas por um desequilibrio
na diferenciacéo e fungao dos osteoblastos e osteoclastos, por exemplo em condi¢des
como osteoporose, osteoartrite e doenca periodontal. Nessas condicdes, processos
inflamatorios crénicos dentro ou proximos aos 0ssos prejudicam a dindmica tecidual
adequada, e prejuizos na osteogénese podem comprometer o reparo da reabsorgao
Ossea patologica (Epsley et al., 2020; Redlich & Smolen, 2012). Nesse contexto,
devido a sua capacidade dos miRNAs em regular varias proteinas e vias diferentes,
esses tém chamado a atencdo como candidatos promissores para a terapia de

doencgas complexas (McAlinden & Im, 2018; Simonson & Das, 2015).
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Os avancgos nas tecnologias de modulagdo dos miRNAs in vivo tém aberto
caminho para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas interessantes, e além
disso os miRNAs podem ser uteis como marcadores diagnosticos e prognosticos, bem
como para o monitoramento terapéutico. Um exemplo interessante € a modulagao
transiente de miRNAs por meio de inibidores e agonistas, também chamados de
mimicos ou antagomiRs, que oligonucleotideos sintéticos, com modificagdes quimicas
que os tornam mais estaveis que os miRNAs enddgenos, o que ja veem sendo
explorados por a companhias biofarmacéuticas (Chakraborty et al., 2021).

Entretanto, € importante ressaltar que a maioria dessas novas abordagens
ainda sao experimentais, e nao uma realidade clinica. Avangos importantes ainda
precisam ser feitos em relacdo a melhor caracterizagao dos efeitos dessas molecular
a nivel sistémico, bom como possiveis efeitos off-target (Jin et al., 2015). Além disso,
a administracao local desses novos “medicamentos” ainda é desafiadora em tecidos
mineralizados (Saiyed et al., 2022).

Ainda assim, a caracterizagao funcionais de novos miRNAs na homeostase dos
tecidos e em desordens de interesse clinico sdo de grande interesse para a
comunidade, como proposto no capitulo 3 desta tese, onde avaliamos os efeitos do
miR-127-3p na osteogénese de precursores mesenquimais in vitro, apos
identificarmos que este miRNA foi inibido na mandibula de ratos com doenca

periodontal.
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PROPOSICAO

A doencga periodontal e a hipertensao arterial sdo altamente prevalentes e
compartilham fatores de risco comuns, além de possiveis relagdes causais. Essas
condigbes representam um desafio significativo a saude publica, com impacto na
qualidade de vida dos individuos acometidos, e especialmente preocupante nas
populagdes em situacdo de vulnerabilidade socioeconémica, onde a prevaléncia é
muito maior. Vale ressaltar que o estudo dessas condigdes em humanos é desafiador
devido a dificuldade de estratificar populagdes que apresentem apenas uma dessas
condicbes, uma vez que sdao amplamente prevalentes e frequentemente estado
associadas a outras comorbidades.

Nesse sentido, o uso de modelos experimentais desempenha um papel
fundamental, pois permite um maior controle das variaveis a serem analisadas e
oferece maior flexibilidade no delineamento de intervencbes e condi¢des
experimentais, sempre respeitando as diretrizes éticas para o uso de animais em
pesquisa. No contexto do presente trabalho, os animais SHR se destacam como um
modelo interessante, uma vez que apresentam uma progressao agravada da doenga
periodontal associada ao fendtipo hipertensivo.

Nosso trabalho teve como propdsito investigar a participagdo do sistema
renina-angiotensina, um mecanismo patolégico importante na hipertensédo que ja foi
associado a progressao da doencga periodontal. Além disso, analisamos o perfil de
mMiRNAs na mandibula desses animais. A maioria dos estudos disponiveis se
concentram nos tecidos moles do periodonto, havendo uma lacuna em relagado aos
microRNAs especificos do osso alveolar, e sua relacao as alteragdes induzidas pela

doenca periodontal.
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Por fim, a partir de miRNAs diferencialmente expressos na mandibula de
animais com doenca periodontal, buscamos por aqueles que apresentassem
sequéncia conservada entre espécies e cuja fungdo na diferenciacdo de células
osteoprogenitoras ndo houve sido elucidada, a fim de identificar miRNAs que
pudessem ter um papel significativo ndo apenas no osso alveolar, mas na homeostase
0ssea, ou em desordens Osseas de outras naturezas. Nesse contexto, realizamos a
caracterizagao funcional de um microRNAs de interesse, miR-127-3p, na
diferenciagao osteogénica de células mesenquimais da medula éssea humana.

Esta tese foi entdo dividida em trés capitulos, apresentados na forma de artigos
cientificos, cujos objetivos estdo elencados a seguir. Destacamos aqui a importancia
destes trabalhos, que visam uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos

na progressao da doenca periodontal no contexto da hipertensao arterial.



OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL
Investigar os mecanismos relacionados a perda 6ssea alveolar induzida pela

doencga periodontal em ratos hipertensos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
A. Avaliar a participagao do sistema renina-angiotensina local na perda 0ssea
alveolar em ratos espontaneamente hipertensos com doenga periodontal, através da

inibicao farmacolégica do receptor de angiotensina Il do tipo 1.

B. Avaliar o perfil de expressao diferencial de miRNAs associado a perda éssea
alveolar em ratos espontaneamente hipertensos com doencga periodontal, por meio de
microarranjos, e evidenciar possiveis mecanismos regulados por miRNAs através de

analises bioinformaticas.

C. Caracterizar a fungado do miR-127-3p na diferenciagdo osteogénica, por meio

do silenciamento e superexpressao in vitro em células osteoprogenitoras humanas
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PAPEL DOS TELMISARTAN SOBRE O METABOLISMO OSSEO NA
MANDIBULAS DE RATOS NORMOTENSOS E ESPONTANEAMENTE

HIPERTENSOS COM DOENCA PERIODONTAL

Neste Capitulo 1, apresenta-se um estudo sobre a influéncia do sistema
renina-angiotensina na perda 6ssea alveolar induzida pela doenga periodontal em
ratos espontaneamente hipertensos. Os dados foram publicados em forma de artigo
cientifico, do qual foram extraidas as figuras (Brito VGB, Patrocinio MS, de Sousa
MCL, Barreto AEA, Frasnelli SCT, Lara VS, Santos CF, Oliveira SHP. Telmisartan
Prevents Alveolar Bone Loss by Decreasing the Expression of Osteoclast Markers in
Hypertensive Rats with Periodontal Disease. Front Pharmacol. Nov 2020 11;
11:579926. doi: 10.3389/fphar.2020.579926).

RESUMO

A doenca periodontal (DP) € uma condigao inflamatéria com alta prevaléncia, sendo
a perda éssea alveolar sua consequéncia mais severa. Estudos tém demonstrado um
papel importante do sistema renina-angiotensina (SRA) no processo inflamatério, o
qual ja foi caracterizado em tecidos periodontais. Neste trabalho, nosso objetivo foi
avaliar os efeitos do telmisartan (TELM), um antagonista do receptor tipo 1 da
angiotensina Il (Agtr1), na perda 6ssea alveolar induzida pela DP em ratos Wistar
(normotensos) e ratos espontaneamente hipertensos (SHRs). A DP foi induzida por
meio de ligadura bilateral nos primeiros molares inferiores em ratos tratados com
TELM (10 mg/kg), durante 15 dias. Os SHRs apresentaram maior perda dssea
alveolar em comparagcao com os Wistar, a qual foi significativamente prevenida pelo
TELM, parcialmente explicada pela redug¢ao da producéo de citocinas inflamatdrias.
Em relagdo a modulagéo dos componentes do SRA na mandibula, a DP resultou em
aumento da expressao de Agt, enquanto a expressao de Agtr2 diminuiu. Por sua vez,
o tratamento com TELM reduziu a expressao de Agtr1, aumentou a expressao de
Agtr2, além de elevar a expressao de Runx2 e Alp, e prevenir o aumento da expressao
de marcadores de reabsorg¢ao 6ssea, Mmp9, Ctsk e Vin. Nosso estudo sugere que o

TELM possui um efeito protetor na progressao da DP, especialmente em animais
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hipertensos, parcialmente explicado pela modulagao na expressao dos receptores de
angiotensina Il (Agtr1 e Agtr2), menor produgdo de mediadores inflamatérios, menor
expressao dos marcadores de reabsor¢cdo e aumento da expressao dos marcadores

de formacgao Ossea.

1. INTRODUGAO E OBJETIVO

A doenca periodontal (DP) é considerada a doenga inflamatéria mais prevalente
mundialmente, afetando principalmente as estruturas que revestem e sustentam os
dentes, incluindo a gengiva, o ligamento periodontal e o osso alveolar (Pihlstrom et
al.,, 2005). Sem cuidados adequados, pode levar a perda dentaria, redugcdo na
qualidade de vida, dificuldades de mastigagao e problemas na fala, sendo, portanto,
considerada um problema de saude publica. A DP se inicia com a inflamacgao gengival
causada pelo acumulo de biofilme nos dentes. No entanto, a progressdo da DP nao
depende apenas de fatores microbianos, mas também da resposta inflamatéria do
organismo, que desempenha um papel fundamental na destruicdo dos tecidos.
Comorbidades como hipertensdo podem afetar significativamente a gravidade da
doenga, aumentando a carga inflamatéria e induzindo alteragdes como aumento do
estresse oxidativo e ativagdo do sistema renina-angiotensina (SRA) (Macedo Paizan
& Vilela-Martin, 2014).

O SRA é um importante sistema enddcrino que regula o equilibrio de eletrélitos
e a pressao arterial, desempenhando um papel central na patogénese da hipertensao.
Além disso, tem sido amplamente estudado por seu papel na inflamacdo. De forma
resumida, o angiotensinogénio (Agt) € clivado pela renina em angiotensina (Ang) |,
que, por sua vez, é clivada pela enzima conversora de angiotensina (Ace) em Ang Il

Os principais efeitos da Ang Il sdo mediados pelo receptor tipo 1 (At1r), incluindo
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vasoconstricdo, aumento da pressao arterial, estresse oxidativo e estado inflamatério
(Capettini et al., 2012; Paul et al., 2006). Por outro lado, o receptor tipo 2 da Ang I
(At2r) tem efeitos opostos, induzindo vasodilatagdo para reduzir a pressao arterial,
além de possuir agdes anti-inflamatdrias (Paz Ocaranza et al., 2020).

Além do eixo classico, ou candnico, o eixo ndo-canbénico do SRA envolve a
enzima conversora de angiotensina 2 (Ace2), que cliva a Ang Il em Ang 1-7 ou a Ang
I em Ang 1-9, que pode ser clivada pela Ace em Ang 1-7. A Ang 1-9 pode ativar o
receptor At2r, enquanto a Ang 1-7 se liga ao receptor Mas (Masr), desencadeando
efeitos opostos aos da sinalizagao do At1r, semelhantes aos do At2r, constituindo um
mecanismo endogeno de contra regulagdo (Simoes e Silva et al.,, 2013). Os
componentes do SRA sao expressos em diferentes tecidos, compondo SRA locais,
que podem atuar de maneira coordenada ou independente ao SRA sistémico (Giese
& Speth, 2014; Shimizu et al., 2008). Estudos ja mostram a existéncia de um SRA
local nos tecidos osseos (Asaba et al., 2009; Izu et al., 2009; Yongtao et al., 2014,
Zhang et al., 2014), além de estudos in vitro que evidenciaram a expressao dos
receptores de Ang Il em osteoblastos e osteoclastos (Asaba et al., 2009) (Izu et al.,
2009).

O telmisartan (TELM) é um potente antagonista do receptor At1r, e usado
clinicamente no tratamento da hipertensao, por apresentar vantagens em relagao a
outras drogas da mesma classe, incluindo alto volume de distribuicdo, meia-vida longa
e, consequentemente, efeitos de maior duracado, podendo ser administrado em doses
diarias unicas (Deppe et al., 2010; Frampton, 2011). Além disso, o TELM tem acéao
como agonista parcial do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma-y
(PPAR-y) (Fujimura et al.,, 2013; Kakuta et al., 2014). Os efeitos do TELM no

metabolismo 6sseo ja foram estudados, porém os resultados sdo controversos.
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Aydogan et al. (2019) observaram que TELM nao teve efeitos sobre os marcadores
de remodelacédo 6ssea em hipertensos recém-diagnosticados. Por outro lado, Ma et
al. (2010) demonstraram que o TELM reduziu a perda 6ssea induzida por rosiglitazona
em ratas espontaneamente hipertensas (spontaneously hypertensive rats, SHRs)
ovariectomizadas, enquanto, Birocale et al. (2016) observaram que o tratamento com
TELM levou a prejuizos 6sseos em SHRs machos.

Nosso grupo mostrou em trabalhos anteriores que SHRs apresentam um
processo inflamatoério periodontal exacerbado associado ao fendtipo hipertensivo
(Bonato et al., 2012). Além disso, a inibicdo do SRA pode prevenir a reabsorgao
alveolar induzida pela DP (Dionisio et al., 2019; Oliveira et al., 2019). Desta forma,
nosso objetivo foi avaliar os efeitos do TELM na perda dssea alveolar de ratos
normotensos e hipertensos com DP, uma vez que os efeitos desta droga ainda nao
sdo claramente compreendidos, além de investigar a participacdao do SRA local na

DP, no contexto da hipertenséo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e aspectos éticos

Foram utilizados 66 ratos machos (Rattus novergicus), de 10 semanas de
idade, da linhagem Wistar e SHR (Spontaneouly Hypertensive Rats), oriundos do
Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas, da Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba, Unesp. Os animais Wistar e SHR foram mantidos em salas, com umidade
e temperatura controlada (22 + 1°C), ciclo claro/escuro (12/12 horas), 3-4 animais por

caixa forradas com maravalha, consumindo o0 mesmo tipo de ragdo (Labina, Nestlé,
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Brasil) e agua potavel ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo Local de Etica para Experimentacdo Animal (Protocolo CEUA/FOA n°

00686-2016; certificado encontra-se no Anexo I).

2.2, Tratamento com telmisartan

Os animais foram tratados com telmisartan 10 mg/kg/dia (Micardis®;
Boehringer Ingelheim; Sao Paulo, SP, Brasil). Um comprimido foi dissolvido em PBS
a 10 mg de telmisartan/mL, e administrada por gavage uma vez ao dia, por 15 dias,
comecgando 1 dia antes da indugao da doenga periodontal. Os animais foram pesados
a cada 5 dias para o ajuste do volume administrado. A dose de tratamento foi baseada

na literatura (Araujo et al., 2013; Wienen et al., 2001).

2.3. Indugao da doencga periodontal

Os animais foram anestesiados pela administracdo intraperitoneal de
hidrocloreto de quetamina 80 mg/Kg (Cetamim, Syntec; Hortolandia, SP, Brasil) e
hidrocloreto de xilazina 10 mg/Kg (Calmium, Agener Unido; Embu-Guacgu, SP, Brasil)
e posicionados em decubito ventral, em mesa odontologica adaptada para roedores,
com retratores apoiados nos dentes incisivos. Foi entdo realizada a inser¢ao das
ligaduras bilaterais (fio de sutura de seda USP 4-0; @ 0,15 mm) nos primeiros molares
inferiores, com amarracdo mesial. Apos 15 dias, foi realizada a medida da presséao
arterial média, e os animais foram submetidos a eutanasia (Isofluorano; Cristalia,

Itapina, SP, Brasil), para coleta de plasma e hemi-mandibulas.



133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

73

2.4. Medida nao invasiva da pressao arterial sistolica

A medida indireta da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada por
pletismografia de cauda (sistema NIBP acoplado ao PowerLab System;
ADInstruments; Sydney, Australia). Brevemente, os animais foram imobilizados em
um contensor cilindrico e um manguito de presséao foi instalado no tergo proximal da
cauda, e um transdutor de pulso foi posicionado sob a artéria caudal. O manguito foi
inflado até 240 mmHg e lentamente desinflado, resultando na interrupg¢ao e retorno do
sinal de pulso, respectivamente. A medida de PAS foi determinada pelo valor de
pressao do manguito quando observado o retorno do sinal de pulso. Foram realizadas
trés medidas consecutivas e o valor médio foi considerado. Os animais foram
ambientados ao procedimento uma vez ao dia, por trés dias, para reduzir alteracdes

dos resultados causadas por estresse.

2.5. Dosagem plasmatica de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase acida resistente
ao tartarato (TRAP)

O sangue total dos animais foi coletado em tubos com heparina e o plasma foi
separado por centrifugacdo (10 min x 1500 RCF), e a atividade das enzimas foi
determinada por ensaio colorimétrico (Fernandes et al., 2020). Brevemente, para o
ensaio de ALP, a reagdo compreendeu 2,5 mM de p-nitrofenil fosfato (pNPP), 2 mM
de MgClz e 25 mM de tampéo de glicina (pH 9,4) e a para o ensaio de TRAP, a reacéo
compreendeu 10 mM de pNPP, 50 mM de tartarato de sd6dio, 1 mM de p-hidroxi-
benzoato de mercurio e 100 mM de tampéao de acetato de sddio (pH 5,8). A atividade
enzimatica foi calculada pela quantidade de substrato hidrolisado (pNPP) por minuto,
a 37 °C, e normalizada pela quantidade de proteina total, determinado pelo método

de Lowry (Lowry et al., 1951).
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2.6. Microtomografia computadorizada (microCT)

As hemi-mandibulas direitas coletadas e foram armazenadas em PBS a -20°C
até a realizacdo do ensaio. Os escaneamentos foram realizados em tomaografo
SkyScan 1272 (Bruker microCT; Kontich, Bélgica). Os espécimes foram posicionados
verticalmente e as radiografias adquiridas com os seguintes parametros: 70kVp;
142A,; filtro de aluminio 0.5 mm; voxel isotropico 9 um; tempo de exposi¢cao 1100 ms;
rotacao de 0.5° (rotacdo total de 180°). As imagens foram reconstruidas com o
software NRecon (v1.6, Bruker), alinhadas com o software DataViewer (v1.5.1.2,
Bruker), e analisadas com o software CT Analyser (v1.13, Bruker).

Para analise do osso alveolar, uma regiao de interesse (ROI) foi padronizada a
partir de pontos anatdomicos (limite superior: teto da furca; limite inferior: 100 fatias a
partir do teto (900 um); limite distal: raiz proximal do 2° molar; limite proximal: raiz
proximal do 1° molar; e limites vestibular e lingual: limites do osso alveolar). Um
volume de interesse (VOI) foi delimitado automaticamente considerando as bordas do
0sso alveolar na ROI, removendo o volume do dente (cora e raizes). Foram medidas
a porcentagem de osso (BV/TV), e numero, espessura e separagao de trabéculas
(Tb.N, Tb.Th, e Tb.Sp) (Bouxsein et al., 2010). Imagens tridimensionais
representativas de cada grupo foram construidas com o software CTvox (v3.0,

Bruker).

2.7. Dosagem de mediadores inflamatoérios
As hemi-mandibulas esquerdas foram cortadas na regido dos molares, os
tecidos moles adjacentes foram removidos, e os espécimes foram maceradas em

nitrogénio liquido, e homogeneizadas com um tampao de lise (Tris 100 mM, NaCl 150
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mM, Tween 20 1%, deoxicolato de sédio 0.5% e coquetel inibidor de proteases
cOmplete ™/Sigma, pH 7.4), usando um homogeneizador de tecidos (Omni TH, Omni
International; Tulsa, Oklahoma, EUA). As amostras foram centrifugadas (16000 RCF,
20 minutos, 4 °C), e o sobrenadante coletado para o a quantificagcdo dos mediadores
inflamatodrios, para a quantificagdo de mediadores inflamatorios.

A técnica de ELISA realizada, utilizando os kits DuoSet (R&D systems,
Minneapolis, Minnesota, EUA) para fator de necrose tumoral-a (TNF-a; DY510),
interleucina-6 (IL-6; DY501), interleucina-10 (IL-10; DY506), e quimiocinas C-X-C motif
chemokine ligand 3/Cytokine-induced neutrophil chemoattractant 2 (CXCL3/CINC-2;
DY540) e CC chemokine ligand 20/Macrophage Inflammatory Protein-3 Alpha
(CCL20/MIP-3a; DY516), seguindo as recomendacgdes do fabricante. A concentragao

dos alvos foi normalizadas pelo conteudo de proteinas totais (Lowry et al., 1951).

2.8. Andlise de expressao génica

As hemi-mandibulas foram cortadas na regido dos molares, limpas dos tecidos
moles adjacentes, e o RNA total foi extraido com reagente Trizol LS (Invitrogen™),
com protocolo adaptado a partir do recomendado pelo fabricante. A quantificagdo do
RNA total foi realizada utilizando o Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Assay Kit
(Invitrogen) em equipamento Nanodrop 4000 (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
recomendagdes do fabricante. A pureza das amostras foi avaliada por
espectrofotometria, considerando as razdes 260/280 (1.8-2.0) e 260/230 (2.0-2.2). As
amostras foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich), e o DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado a partir de 2 ug de RNA total, utilizando o High Capacity Kit
RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Themo Fisher Scientific), seguindo as

recomendacgdes do fabricante.
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As reagdes em cadeia de polimerase em tempo real (qPCR) foram realizadas
com sistema TagMan (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems)
(Tabela 1-1), em equipamento StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific), seguindo as instrugbes do fabricante. A expressdo dos alvos foi

determinada pelo método de Ct comparativo, utilizando Actb como gene constitutivo

e o grupo Wistar Controle como referéncia (Livak & Schmittgen, 2001).

Tabela 1- 1. Relagdo dos ensaios TagMan™ utilizados

Componentes do sistema renina angiotensina

Agt Angiotensinogen

Rn00593114_m1

Ace Angiotensin | converting enzyme

Rn00561094_m1

Agtir Angiotensin Il receptor, type 1

Rn02758772_s1

Agt2r Angiotensin Il receptor, type 2

Rn00560677_s1

Ace2 Angiotensin | converting enzyme 2 Rn01416293 m1
Masr MAS1 proto-oncogene, G protein-coupled receptor Rn00562673 s1
Ren Renin Rn02586313_m1

Fatores de transcrigao

Runx2 Runt-related transcription factor 2

Rn01512298_m1

Osx/Sp7  Osterix/Sp7 transcription factor

Rn02769744_s1

Catnb [B-catenin/cadherin associated protein beta 1

Rn00584431 g1

Marcadores de formagao 6ssea

Alp Bone alkaline phosphatase

Rn01516028_m1

Col1a1 Collagen type | alpha 1

Rn01463848_m1

Opn/Spp1 Osteopontina / secreted phosphoprotein 1

Rn00681031_m1

Ocn/Bglap Osteocalcin / bone gamma-carboxyglutamate protein

Rn00566386_g1

Bsp/lbsp  Bone sialoprotein / integrin-binding sialoprotein

Rn00561414_m1

Bmp2 Bone morphogenetic protein 2

Rn00567818_m1

Marcadores de reabsor¢ao / Remodelamento 6sseo

Opg Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b  Rn00563499 m1
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Tabela 1-1 (continuacgao)

Marcadores de reabsorgcao / Remodelamento ésseo

Rankl Tumor necrosis factor ligand superfamily member 11 Rn00589289 m1
Rank Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11a Rn04340164_m1
Trap/Acp5 Acid phosphatase 5, tartrate resistant Rn00569608 m1
Mmp2 Matrix metalloproteinase 2 Rn01538170_m1
Mmp9 Matrix metalloproteinase 9 Rn00579162_m1
Ctsk Cathepsin K Rn00580723_m1
Oscar Osteoclast associated immunoglobulin-like receptor Rn01530958 m1
Vin Vitronectin Rn01466920 g1
Itgav Integrin, alpha V Rn01485633_m1
Itgh5 Integrin, beta 5 Rn01439348 m1

Gene constitutivo (Housekeeping gene)

Actb Beta actin Rn00667869 m1

4.9. Imunohistoquimica em cortes parafinizados

As hemi-mandibulas direitas foram fixadas em formaldeido 4% tamponado e
descalcificadas em solugdo de EDTA 10% (Titriplex® IlI; Merck Millipore; Burlington,
MA, USA). Posteriormente, as pecas foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol, diafanizadas em xilol, e infiltrada e emblocadas em parafina
histolégica. As laminas foram preparas com cortes de 3 ym das hemi-mandibulas em
plano sagital (3 cortes/lamina).

Para as reagdes de imunohistoquimica (IHC), as I|éaminas foram
desparafinizadas, reidratadas em concentra¢des decrescentes de etanol e finalizadas
em PBS. Foi realizado o bloqueio da atividade de peroxidases enddgenas (Hydrogen
Peroxide Block, DHP-125; Spring Bioscience Corp.; Pleasanton, CA, USA), e a

recuperacgao antigénica a quente (tampéao citrato 10 mM, pH 6.0, 55°C por 20 min,
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seguido 20 min a temperatura ambiente). As laminas foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios (Tabela 1-2) por 16 horas a 4°C, seguido de
incubacdo com o respectivo reagente de deteccado (Tabela 1-2), incubagdo com
substrato cromégeno (DAB Enhancer; Dako Corp., Carpinteria, CA, EUA) e contra
coloragao com hematoxilina de Harry (Sigma-Aldrich). As reagbes acompanharam um
controle negativo (sem anticorpo primario).

As laminas foram analisadas em microscépio (Olympus, BX53, Téquio, Japao)
na regiao do terco médio da furca do primeiro molar. A expressao dos alvos foi
baseada no padrdao de imunomarcagao: negativo (-), marcacgéao fraca (+); moderada

(++) e forte (+++), e imagens representavas de cada grupo foram realizadas.

Tabela 1- 2. Relagao dos anticorpos e sistema de detecc¢ao utilizados para os

ensaios de imunohistoquimica

Anticorpos primarios Origem Referéncia Marca

Ant-AGT Camundongo  sc-374511 Santa Cruz Biotechnology.
Anti-AT1 (N-10) Cabra sc-1173-G  Santa Cruz Biotechnology
Anti-AT2 (K-15) Cabra sc-48452 Santa Cruz Biotechnology
Anti-ACE (H-170) Coelho sc-20791 Santa Cruz Biotechnology
Anti-ACE2 (H-175) Coelho sc-20998 Santa Cruz Biotechnology
Anti-MAS1 (G-1) Camundongo  sc-390453  Santa Cruz Biotechnology
Sistema de detecgao Espécie de Referéncia Marca

deteccgao
Histofine® Simple Stain™ Camundongo e 414191F Nichirei Biosciences

Rat MAX PO (MULTI) coelho

Histofine® Simple Stain™ Cabra 414331F Nichirei Biosciences
Rat MAX PO (G)
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4.10. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e foi realizada
analise de variancia de um fator (one-way ANOVA), seguido de teste post hoc de
Sidak, incluindo as comparagdes Controle vs. DP, DP vs. TELM+DP, e Wistar vs. SHR
nas mesmas condigdes experimentais. Os graficos representam a média e o erro
padrdao da média, e as diferencas estatistica sdo indicados pelo valor de p, como
*(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001), e ****(p<0.0001). As analises foram realizadas no
software estatistico Graph Pad Prism v7.0 (GraphPad Software Inc.; San Diego,

Califérnia, USA).

3. RESULTADOS

3.1. Telmisartan (TELM) reverte o fenétipo hipertensivo reduzindo a pressao
arterial

Para confirmar o fendtipo hipertensivo, assim como o efeito hipotensor do
telmisartan, realizamos a medida de pressao arterial dos grupos experimentais, por
pletismografia de cauda (Figura 1A). O grupo SHR mostrou pressao arterial acima 150
mmHg, caracterizando o fendtipo hipertensivo, e a doenga periodontal (DP) nao
alterou este parametro. O tratamento com telmisartan, como esperado, reduziu
significativamente a pressao arterial, tanto nos animais hipertensos, como nos Wistar,

indicam a efetividade do tratamento.
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3.2. SHR apresenta atividade aumentada de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) no plasma

A fim de evidenciar um possivel efeito sistémico no metabolismo 6ésseo,
avaliamos a atividade das enzimas FAL e TRAP no plasma, por método enzimatico
colorimétrico (Figura 1-1B e C). Os grupos SHR apresentaram maior atividade de ALP
e da TRAP no plasma em comparagao aos grupos Wistar, indicando um turnover
aumentado nos animais hipertensos. Entretanto, a DP e o tratamento com TELM nao

alteraram esses marcadores.

— Controle
== DP
mm Telm+DP

A B C

200* Fddek D. % 37 * ﬂ_ % 06* L
g —— 235 = =35 —
D . [
o O ®© © L
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@ __ 150 38 2- g S 0.4
5= - E o 2o
E % 870 3D
o~ 100- S 14 3 0.2
o] (]
0 T % w
) T O 3]
o T Q T a

= —
* 25 25 o0
Wistar  SHR =" Wistar SHR L= Wistar  SHR
Fendtipo hipertensivo Marcadores sistémicos do turnover 6sseo

Figura 1- 1. Pressao arterial sistélica e marcadores sistémicos de remodelagao
o6ssea de ratos Wistar e SHR com DP, tratados com telmisartan. (A) Pressao
arterial sistdlica medida por pletismografia de cauda; (B) atividade plasmatica de
fosfatase alcalina, ALP, e (C) fosfatase acida resistente ao tartarato, TRAP,
determinadas por métodos enzimaticos colorimétricos. Graficos representam a média
* erro padrao da média (n=6) e as diferengas estatisticas sdo representadas com * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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3.3. TELM reduz a perda 6ssea alveolar induzida por DP

Analisamos entdo os efeitos do TELM na perda 6ssea alveolar, por meio da
microCT. Os parametros de arquitetura 6ssea nos grupos Wistar Controle (WC) e SHR
Controle (SC) foram semelhantes (Figura 1-2A). Entretanto, os grupos Wistar com DP
(WPD) e SHR com DP (SPD) apresentaram uma perda éssea significativa, como
evidenciado pela reducéo do percentual 6sseo (%BV/TV) (Figura 1-2B). Observamos
que a perda 6ssea foi mais severa no grupo SPD, acompanhado da reducao da
espessura trabecular (Tb.Th) (Figura 1-2C), enquanto as alteragdes no numero e
separacgao trabecular ndo foram significativas (Figura 1-2D e E). O TELM preveniu a
perda éssea no grupo Wistar com DP (WTelm+PD), sendo este efeito evidente nos
SHRs (STelm+PD) (Figura 1-2B), mas nao alterou significativamente os parametros

da arquitetura trabecular.
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Figura 1- 2. Microtomografia de mandibula (regidao do primeiro molar inferior) de
ratos Wistar e SHR com DP, tratados com telmisartan. (A) Reconstrugao
tridimensional, em vista lingual com corte na regido da furca (setas apontam
reabsorgédo ossea). Graficos representam a média * erro padrao da média (n=6) de
(B) BVIVT, (C) Tb.Nb, (D) Tb.Th e (E) Tb.Sp. Diferengas estatisticas representadas
com * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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3.4. TELM reduziu a expressao de Agtir e aumentou a expressao de Agt2r no
osso alveolar

Para melhor compreensao a participagdo do sistema renina-angiotensina
(RAS) nos efeitos protetores do TELM, analisamos a expressao de seus
componentes. O grupo SC apresentou maior expressao constitutiva de Agt, e a DP
levou ao aumento dessa expressao, confirmado pela maior imunomarcagdo em
células dsseas e tecido conjuntivo adjacente ao osso (Figura 1-3A e B).

A expressao de Ace nao foi alterada nas condi¢cbes experimentais propostas
(Figura 1-3C e D). A expressao de Agt1r nao foi alterada pela DP, mas o tratamento
com TELM reduziu significativamente sua expressdo em Wistar e SHR, o que também
foi observado na imunomarcacéao (Figura 1-3E e F). A DP diminuiu a expressao de
Agt2r apenas em Wistar, mas o tratamento com TELM aumentou significativamente
sua expressao nos dois modelos (Figura 1-3G e H).

Em relacdo ao eixo Ace2/Masr, nos grupos com DP houve diminuigdo na
expressao de Ace2, em comparagao aos respectivos controles, e o tratamento com
TELM levou a uma redugdo ainda maior na expressao deste alvo (Figura 1-4A e B). A
expressdao de Masr aumentou nos grupos com DP, mas o TELM ndo alterou essa

resposta (Figura 1-4C e D).
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Figura 1- 3. Expressao dos componentes do SRA em mandibulas de ratos Wistar
e SHR com DP, tratados com telmisartan. Respectivamente qRT-PCR e IHC para
Agt (A e B), Ace (C e D), Agtr1 (E e F), e Agtr2 (G e H). Graficos representam a média
* erro padrao da média (n=6) e as diferencgas estatisticas sdo representadas com * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001. Pranchas mostram imagens
representativas de cada grupo, e a tabela superior mostra média do padrao de
imunomarcacao (n=5). Setas pretas indicam marcagao positive em células 6sseas e
setas brancas indicam marcag¢ao em tecido conjuntivo adjacente ao o0sso.
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Figura 1- 4. Expressao dos componentes do SRA em mandibulas de ratos Wistar
e SHR com DP, tratados com telmisartan. Respectivamente qRT-PCR e IHC para
Ace2 (A e B), e Masr (C e D). Graficos representam a média * erro padrao da média
(n = 5) e as diferengas estatisticas sdo representadas com * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e *™** p <0,0001. Pranchas mostram imagens representativas de cada grupo,
e a tabela superior mostra média do padrdo de imunomarcagao (n=5). Setas pretas
indicam marcacgéao positive em células 6sseas e setas brancas indicam marcagdo em
tecido conjuntivo adjacente ao osso.
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3.5. TELM reduziu a producao de mediadores inflamatérios na mandibula de
ratos com DP

Para avaliamos o processo inflamatorio, quantificamos a producdo de
mediadores inflamatoérios nas mandibulas, por ELISA (Figura 1-5). A DP aumentou
significativamente a produgao IL-6 e IL-13 nos Wistar e SHR, enquanto a produgao de
TNF-a foi aumentada apenas nos SHR com DP, e a produgédo de IL-10 apenas
aumentada nos Wistar com DP (Figura 1-5A e C). O tratamento com TELM reduziu a
producao de TNF-a e IL-1 apenas no SHR, e de IL-10 apenas nos Wistar (Figura 1-
5D). Em relagao as quimiocinas, a DP aumentou produg¢ao de CXCL3, um quimiotatico
de neutrdfilos, em Wistar e SHR, mas o tratamento com TELM apenas preveniu este
aumento nos SHR (Figura 1-5E). A produgdao de CCL2, um quimiotatico de

macrofagos, nao foi alterada pela DP ou tratamento com TELM (Figura 1-5F).
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Figura 1- 5. Produgdo de mediadores inflamatérios em mandibulas de ratos
Wistar e SHR com DP, tratados com telmisartan. ELISA para (A) TNF-a, (B) IL-6,
(C) IL-1B, (D) IL-10, (E) CXCL3/CINC-2 e (F) CCL20/MIP-1a. Gréficos representam a
média * erro padrao da média (n=6) e as diferencas estatisticas sdo representadas
com * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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3.6. TELM aumentou a expressao de Runx2 e Alp na mandibula de SHRs com
DP

Para melhor compreender o efeito do TELM nas alteragdes désseas induzida
pela DP, avaliamos a expressao de diferentes marcadores 6sseos (Figuras 1-6 e 1-
7). O grupo SC apresentou maior expressao constitutiva de Pparg, comparado a WC,
e a DP aumentou sua expressdao em Wistar e SHR, enquanto Runx2, Osx e Ctnnb
nao foram alterados pela DP. De maneira interessante, o tratamento com TELM
aumentou a expressdo de Runx2 em Wistar e SHR (Figura 1-6A). Entre os
marcadores de formacao 6ssea avaliados, apenas a expressao de Alp foi reduzida
nos grupos com DP, o que foi prevenido pelo tratamento com TELM (Figura 1-6E),

além aumentar a expressao de Opn e Bsp em Wistar (Figura 1-6G e |).
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Figura 1- 6. Expressao génica de marcadores de formagao 6ssea em mandibulas
de ratos Wistar e SHR com DP, tratados com telmisartan. gRT-PCR for (A) Runx2,
(B) Osterix, (C) Catnb, (D) Pparg, (E) Alp, (F) Col1a1, (G) Opn, (H) Ocn, (1) Bsp, e (J)
Bmp2. Graficos representam a média + erro padrdo da média (n=6) e as diferengas
estatisticas sao representadas com * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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3.7. O eixo Opg/Rankl/Rank foi modulado de maneira diferente pelo TELM em
Wistar e SHR

Em seguida, analisamos a expressao do eixo Opg/Rankl/Rank como um
marcador da remodelacdo e dinamica o6ssea (Figura 1-7A a C). Inicialmente,
observamos uma expressao constitutiva diminuida de Opn nos SHR Controle, em
comparagao aos Wistar, enquanto a expressdao de Rankl e Rank foi similar. A DP
aumentou a expressdo de Rankl e Rank em Wistar e SHR, enquanto Opg foi
aumentada apenas no SHR (Figura 1-7A a C). O tratamento com TELM aumentou a
expressao de Opg apenas no grupo Wistar e inibiu a expressao de Rankl apenas no
grupo SHR (Figura 1-7A e B), enquanto a expressao de Rank n&o foi alterada (Figura

1-7C).

3.8. TELM reduz a expressao de marcadores de reabsorgao 6ssea na mandibula
de ratos com DP

Por fim, os marcadores de reabsor¢cao dssea foram avaliados, e observamos
uma maior expressao constitutiva de Mmp9, Trap, Ctsk, receptor associado a
osteoclastos (Oscar) e Vtn nos SHR em relacdo ao Wistar (Figura 1-7E, F, G e I). A
DP aumentou a expressao de Mmp9, Trap, Ctsk, Oscar e Itga5 nos grupos Wistar e
SHR, sendo mais significativo no SHR, exceto pela expresséo de Trap (Figura 1-7F).
A expressdo de Mmp2 aumentou apenas no grupo Wistar com DP, enquanto a
expressao de Vtn aumentou apenas no grupo SHR com DP, em comparagdo com
seus controles (Figura 1-7D e 1). O tratamento com TELM preveniu a expressao
aumentada desses marcadores, exceto para Mmp9, Oscar e Iltga5 no grupo Wistar, e

Oscar e Itga5 no grupo SHR (Figura 1-7E, H e J).
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Figura 1- 7. Expressao génica de marcadores de remodelamento e reabsorc¢ao
60ssea em mandibulas de ratos Wistar e SHR com DP, tratados com telmisartan.
gRT-PCR for (A) Opg, (B) Rankl, (C) Rank, (D) Mmp2, (E) Mmp9, (F) Trap, (G) Ctsk,
(H) Oscar, (l) Vtn, (J) ltgab, e (K) ltgb5. Graficos representam a média + erro padrao
da média (n=6) e as diferencas estatisticas sdo representadas com * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o bloqueio do receptor
AT1R, pelo tratamento com TELM, teve um efeito protetor na inflamacéao induzida pela
DP e na perda dssea alveolar em animais hipertensos, reduzindo a produgao de
citocinas e a expressao de marcadores de reabsor¢ao em animais hipertensos. A agao
do sistema renina-angiotensina local nos tecidos periodontais ja foi associada a danos
inflamatorios periodontais (Dionisio et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Santos et al.,
2009; Santos et al., 2015). A linhagem SHR é conhecida por apresentar alteragdes no
sistema renina-angiotensina sistémico (Gouldsborough et al., 2003; Ohta et al., 1996;
Schiffrin et al., 1984), bem como um comprometimento ésseo intrinseco associado ao
gendtipo e fenodtipo hipertensivo (Landim de Barros et al., 2016; Manrique et al., 2012;
Tiyasatkulkovit et al., 2019). Entretanto, alteragcdes locais do sistema renina-
angiotensina no 0sso alveolar e sua associagao com a maior suscetibilidade a danos
0sseos induzidos pela inflamagao ainda ndo foram demonstradas na literatura.

Apos confirmar o fendtipo hipertensivo dos SHR pelo aumento da pressao
arterial sistolica (Potje et al.,, 2014), observamos que TELM foi capaz de reduzir
significativamente a PAS em ratos Wistar e SHR, verificando a eficacia do tratamento.
De acordo com as informacdes do fabricante, essa dose equivale a aproximadamente
1,25 vezes a dose maxima recomendada para humanos (80 mg/dia), com base na
relagdo mg/m? (Boehringer-Ingelheim, 2009). Outros estudos também mostram que
essa dose tem acao anti-hipertensiva e anti-inflamatéria em roedores, corroborando
nossos dados (Araujo et al., 2013; Wienen et al., 2001).

Para determinar possiveis alteragdes O0sseas sistémicas causadas pela DP ou
tratamento com TELM, foram avaliadas as atividades plasmaticas de ALP e TRAP

(Bauer et al., 2004; Halleen et al., 2006; Naylor & Eastell, 2012). Esses marcadores
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nao foram alterados nas condicbes experimentais propostas, mas os SHRs
apresentaram aumento da atividade sistémica de ALP e TRAP, sugerindo aumento
do turnover ésseo, o que ja foi sugerido por outros estudos (Tiyasatkulkovit et al.,
2019). Além disso, ha evidéncia de prejuizos na produgcdo de matriz organica por
precursores de osteoblastos no SHR (Chaves Neto et al., 2018; Landim de Barros et
al., 2016), explicando em parte, a maior suscetibilidade dos SHR a perda 6ssea
induzida por inflamagao.

Em seguida, avaliamos a expressao dos componentes do SRA na mandibula
de animais hipertensos com DP, a fim de entender melhor o papel desse sistema na
resposta 6ssea local. Observamos que o Agt € constitutivamente mais expresso em
SHRs, e sua expressao aumentou apés a DP. Agt é o precursor de todos os peptideos
de angiotensina, e podemos sugerir que os niveis desses peptideos ativos estariam
aumentados nos tecidos ésseos inflamados, principalmente em animais hipertensos.
O Agt é convertido inicialmente em Ang | pela renina (Lu et al., 2016), no entanto, a
expressao da renina nao foi detectada em nosso estudo, sugerindo que a conversao
de Ang | é mediada pela renina circulante, como observado anteriormente (Oliveira et
al., 2019). A expressao de Ace nao foi alterada pela DP. Inumeros estudos sugerirem
0 papel dessa enzima na fisiologia 6ssea, demonstrando maior densidade mineral
0ssea e menor risco de fraturas apds o tratamento com inibidores da Ace (de Vries et
al., 2007; Garcia-Testal et al., 2006; Kwok et al., 2012; Perez-Castrillon et al., 2003).
Embora expressa na mandibula de Wistar e SHRs, ndo observamos uma associagao
com o aumento da perda 6ssea alveolar em animais hipertensos a modulagao de Ace.

Como esperado, TELM reduziu significativamente a expressao de At1r, porém,
nao houve diferenca nas respostas entre Wistar e SHR, sugerindo ndo estar

relacionada as diferengas entre Wistar e SHRs. Yu et al. (2019) demonstraram efeito
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anti-inflamatério in vitro do candesartan em células epiteliais renais humanas (HEK),
possivelmente associado a redugao do estresse oxidativo, independentemente de
At1r. Os resultados do presente estudo também sugerem que outros mecanismos
podem estar envolvidos no efeito protetor do TELM, como a produgao de citocinas.

A expressdao de At2r ja foi associada a efeitos anti-inflamatérios e reparo
tecidual em diferentes modelos (Namsolleck et al., 2014; Terenzi et al., 2017). Em
nossos resultados, a expressao de At2r foi reduzida apds a indugao de DP no grupo
Wistar, e o TELM aumentou sua expressao nos dois modelos, 0 que poderia ser
explicado pela maior ativagéo deste receptor devido ao bloqueio do receptor Agtir.
Estudos ja demonstraram que a ativacdo de At2r antagoniza os efeitos deletérios da
ativagao do At1r (Kumar et al., 2002; Yang et al., 2012), e promove respostas anti-
inflamatadrias, antifibréticas e antioxidantes (Lu et al., 2015; Okada et al., 2006; Wang
et al., 2017).

Embora a expressido de Ace nao ter sido alterada, a de Ace2 diminuiu apds a
inducdo de DP. Esta enzima é responsavel por converter Ang Il em Ang 1-7, que se
liga ao receptor MasR. A via Ace2/Ang (1-7) /MasR antagoniza os efeitos pré-
inflamatorios e fibrogénicos da via Ace/Ang II/AT1R, sendo considerada um novo alvo
terapéutico para a hipertenséao (F. Jiang et al., 2014). Yang et al. (2013) demonstraram
uma expressdo aumentada de Ace em SHRs, enquanto Ace2 é reduzida no tecido
cardiaco, sugerindo que expressao de Ace2 é tecido especifico. O mecanismo de
acao de Ace2 no osso mandibular pode ser diferente do tecido cardiaco,
possivelmente devido as diferencas nas citocinas liberadas no microambiente. A DP
reduziu a expressao de Ace2, mas aumentou a expressao de MasR, o que sugere um
mecanismo compensatério, como uma tentativa de proteger ou induzir o reparo frente

ao estimulo inflamatdrio. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para melhor
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compreender este mecanismo. Trabalhos ja demonstraram que TELM aumenta a
expressao do eixo Ace2/MasR na miocardite, vasculatura renal e fibrose hepatica
(Soler et al., 2009; Sukumaran et al., 2012; Yi et al., 2012), mas ndo observamos esta
resposta no osso alveolar.

O processo inflamatério induzido pela DP foi mediado pela liberacdo de
citocinas e quimiocinas no osso mandibular, com aumento de IL-6, IL-18 e CXCL3, e
€ importante observar que o aumento na concentragao desses mediadores foi mais
significativo em animais hipertensos (Bonato et al., 2012). As citocinas TNF-qa, IL-13 e
IL-6 sado extremamente importantes, pois podem estimular os osteoblastos,
aumentando a expressao de Rankl (Souza & Lerner, 2013). Esse mecanismo pode
contribuir para a fragilidade na mandibula dos SHR, uma vez que uma grande
quantidade dessas citocinas foi liberada, acompanhado do aumentou da expressao
de Rankl e ativagao de osteoclastos, o que foi prevenido pelo TELM.

Para uma melhor compreensdo do efeito de TELM na reabsorcdo éssea,
avaliamos o perfil de expressado génica dos marcadores de formagdo Ossea na
mandibula. A DP nao alterou a expressao dos fatores de transcricdo Runx2, Osx e
Ctnnb, mas o TELM aumentou significativamente a expresséo de Runx2. Em células
de osteossarcoma (ROS17/2.8), Nakai et al. (2015) demonstraram que a Ang Il inibe
a diferenciacdo e mineralizacdo in vitro e reduz a expressdo de Runx2 via AGTR1.
Sugerimos que o efeito do TELM pode ser parcialmente explicado por seus efeitos
antagonistas sobre a Ang Il via AGTR1 em osteoblastos.

O Pparg € um importante fator de transcrigdo que regula o metabolismo 6sseo,
e os SHRs apresentaram uma expressao constitutivamente maior, o que também foi
mostrado na diferenciagdo osteogénica in vitro de células mesenquimais da medula

o0ssea de SHRs jovens (Chaves Neto et al., 2018). Isso sugere uma alteragéo



533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

96

intrinseca associada ao genotipo hipertensivo, 0 que ajuda a explicar a maior
fragilidade 6ssea nos SHRs, uma vez que um aumento sustentado na atividade de
Pparg pode levar a prejuizos 6sseos (Wan, 2010). Além do efeito direto de Pparg no
metabolismo 6sseo, ele atua como uma via anti-inflamatoria, inibindo o NFkB e a
producado de citocinas (Korbecki et al., 2019). Nao ha estudos que mostram a
expressao de Pparg em tecido periodontal inflamado, mas sugerimos que o aumento
de Pparg com a DP pode representar um mecanismo compensatorio de protecgao.
TELM néo alterou a expressao de Pparg, apesar de ter atividade agonista parcial de
Pparg (Goyal et al., 2011), o que poderia ser explicado pela expressao ja aumentada
na DP.

A analise dos marcadores de formacao ossea revelou que a DP apenas reduziu
a Alp, uma das principais enzimas envolvidas na mineralizagdo da matriz extracelular
(Orimo, 2010). A reducao da Alp provavelmente refletiu os danos dsseos induzidos
pela DP e aumento da produg¢ao de mediadores inflamatdrios (Graves et al., 2011). O
TELM aumentou a expressao de Alp, Opn e Bsp nos Wistar, mas apenas aumentou a
expressao de Alp nos SHR. Sugerimos que esta resposta possa estar relacionada ao
aumento da expressao de Runx2, como discutido anteriormente, que pode modular a
expressao de genes como Alp, Opn e Bsp (Jonason et al., 2009). O Col1a1 e Opn néo
foram alterados pela DP, mas é possivel que os processos relacionados a degradagao
e tentativa de reparo da matriz ocorreram em periodos mais inicias e, portanto, ndo
tenham sido visualizados em nossos dados (Almeida et al., 2015). Entretanto, o TELM
aumentou a expressao de Col1a1 e Opn em Wistar, sugerindo um estimulo na sintese
da matriz, favorecendo o recrutamento e adesdo de diferentes células, como

osteoblastos.



557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

97

A via Opg/Rankl/Rank é um dos principais reguladores da atividade dos
osteoclastos, e observamos que a DP reduziu a expressdo de Opg e aumentou a
expressdao de Rankl e Rank, sendo o efeito mais pronunciado nos SHRs, com
consequente maior reabsorgdo 6ssea nesses animais. O TELM alterou a expressao
dos componentes desta via de maneira diferencial, em Wistar houve o aumentou de
Opg, que tem efeito osteoprotetor, mas em SHR reduziu a expressédo de Rankl, que
estimula os osteoclastos. Ainda assim, esses resultados reforgam o efeito protetor do
TELM na DP.

A analise dos marcadores de reabsorgao revelou que a expressao de Trap,
uma enzima responsavel pela degradacdo da matriz mineralizada e importante
marcador da atividade dos osteoclastos (Boyle et al., 2003), e Oscar, um receptor do
tipo IgG com fungdes coestimuladoras na diferenciacdo dos osteoclastos (Nemeth et
al.,, 2011), aumentou nos grupos com DP. Esses resultados sugerem que os
mediadores inflamatoérios podem induzir a diferenciagao e ativagao dos osteoclastos,
que foi mais pronunciada nos animais hipertensos. O TELM reduziu a expressao de
Trap, no entanto, a expressao de Oscar permaneceu inalterada. Podemos sugerir que
o TELM tem maior acdo na manutencdo da funcdo dos osteoclastos, mas ndao no
estimulo da diferenciacéo (Kim et al., 2002).

Estudos anteriores demonstraram que a inibicao de proteases da matriz reduz
0 processo inflamatdrio e a destruigdo do osso alveolar (Chen et al., 2016). A DP
aumentou a expressdo de Mmp9 e Ctsk em Wistar e SHR, porém a expressao de
Mmp2 permaneceu inalterada nos SHR, possivelmente devido a diferenga constitutiva
na expressdao de Mmp2 nos animais hipertensos. A inibicdo do AT1R reduziu a
expressao dessas proteases nos Wistar, entretanto, a expressdao de Mmp2

permaneceu inalterada nos SHR. Estudos prévios in vitro e in vivo demonstraram que
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a Ang Il pode estimular a expressdao de MMPs via AT1R (Nakai et al., 2015). Além
disso, outros autores demonstraram que essa regulagao é tecido especifica (Araujo et
al., 2013; Okada et al., 2009; Okada et al., 2010).

Vitronectina (Vin) é uma integrina que medeia a adesao celular a matriz
extracelular, migracao celular e interagbes célula-célula (Barczyk et al., 2010), e sua
expressdao aumentou apos a inducdo de DP em animais hipertensos, o que foi
reduzido pelo TELM. Lakkakorpi et al. (1991) demonstraram que Vtn tem importante
papel na regulacdo dos osteoclastos, e Steffensen et al. (1992) caracterizaram a
distribuicdo de Vtn no periodonto. Nossos resultados sugerem que Vin € modulada
via AT1R, e é um dos fatores responsaveis pela diferenga na resposta entre Wistar e
SHR. A Vin pode ser ligar a quatro receptores conhecidos, as integrinas av1, avp3,
avB5 e allbB3 (Felding-Habermann & Cheresh, 1993). A DP aumentou a expressao
de Itga5, o que foi mais pronunciado nos SHR, mas o tratamento com TELM n&o
modulou essa resposta. Embora alguns estudos tenham demonstrado o papel de
moléculas de adesao nos tecidos periodontais (Barczyk et al., 2010; Ghannad et al.,
2008), ha poucas informagbes sobre a fungdo dessas proteinas na perda dssea
alveolar durante a DP, apesar das evidéncias do envolvimento de integrinas na
fisiologia 6ssea (El Azreq et al., 2015; Slany et al., 2014). Entretanto, esses resultados
sugerem o envolvimento da ltga5 na perda 6ssea alveolar em animais hipertensos

com DP.

5. CONCLUSAO
Em conjunto, nossos resultados sugerem que o antagonista de receptor AT1,

TELM, teve um efeito protetor na perda 6ssea alveolar induzida pela DP. Esse efeito
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pode ser associado principalmente a redugcdo da expressdao de marcadores de
reabsorgcdo e menor producao de citocinas, possivelmente devido ao favorecimento
da ativagao do receptor AT2 (esquematizado na Figura 1-8). Além disso, apesar de
evidenciarmos que sistema renina-angiotensina local tem importante papel na perda
Ossea alveolar, a modulagao deste sistema foi semelhante em Wistar e SHR, o que
sugere nao ser este o principal responsavel pelas diferengcas ésseas associadas ao

fendtipo hipertenso.

A B
. Rato espontaneamente
Wistar . hibertenso (SHR) TELMISARTAN
(normotenso) / N ANTAGONISTA DO RECEPTOR DE ANGIOTENSINA Il TIPO 1
ATNF-a s s N

10pg Wistar ) Rato espontaneamente

4Ranl/Rank 1Opg/Ranl/Rank (normotenso) /. hipertenso (SHR)
1Ctsk

TMmp2 MMmp9
MOscar JTNF-a JIL-6 | JTNF-a LIL-6 L IL-1B

TVtn

TRunx2 TAlp Mf IRunx2 1 Alp
1Opn TBsp ?‘\
£
1 Opg %l J Rankl
. 1 A | EEF
% JTrap A ¥ Ctsk
< J.Ctsk A 4 Mmp9
Z
= % Agt i T J4Mmp2 s J Vtn
u z g Agt2r N2 4 (constitutivo)
S59 Acez NE NE
B~ e 2 | 4 Agr 4| 1
2% Ace2 ¥ 4

Figura 1- 8. Principais resultados. (A) Principais diferengas entre Wistar e SHR com
DP. As linhas pontilhadas azuis e vermelhas ilustram a perda 6ssea alveolar em Wistar
e SHR. Os alvos diferencialmente expressos entre os modelos estao listados ao lado,
e os componentes do sistema renina-angiotensina local alterados pela DP estao
listados abaixo. (B) Principais efeitos do telmisartan em Wistar e SHR com DP. A linha
pontilhada verde ilustra o efeito protetor do TELM na perda dssea alveolar induzida
pela DP em Wistar e SHR. Os mecanismos relacionados estao listados ao lado, e os
componentes do sistema renina-angiotensina local alterados pelo tratamento estao
listados abaixo.
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PERFIL DE EXPRESSAO DE MICRORNAS NA MANDIBULA DE RATOS

ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS COM DOENCA PERIODONTAL

Neste Capitulo 2 é apresentado o estudo sobre o perfil de expressao de
miRNAs induzido pela doenca periodontal em ratos hipertensos (dados nao

publicados).

RESUMO

No presente estudo, nosso objetivo foi investigar o perfil de expressao de
miRNA associado a perda éssea alveolar induzida pela doenga periodontal (DP) em
ratos espontaneamente hipertensos, que apresentam resposta inflamatoria
aumentada e comprometimento 6sseo intrinseco associado ao fenétipo hipertensivo.
A regulagado de miRNAs tem sido estudada no contexto da DP, porém a maioria dos
estudos se concentra nos tecidos moles do periodonto, como gengiva e tecido
periodontal, enquanto a regulacédo de miRNAs no tecido ésseo alveolar ainda é pouco
estudada. Paraisso, DP foi induzida em ratos Wistar e SHR com 10 semanas de idade
por ligadura bilateral nos primeiros molares inferiores, por 15 dias. O fendtipo
hipertensivo foi confirmado por pletismografia de cauda, e a perda 6ssea alveolar foi
avaliada por radiografia. O RNA total de amostras de mandibula (corpo mandibular,
limpo de tecidos moles adjacentes) foi usado para um microarranjo de miRNA e
analise de expressao diferencial. Ferramentas in silico foram usadas para prever o
alvo de miRNA significativamente modulado, e a analise de enriquecimento foi
realizada nas listas de genes previstos. Nossos resultados demostraram um perfil
distinto de miRNA associadas a DP no modelo SHR, possivelmente associados a
maior perda Ossea alveolar. Além disso, destacamos miRNA anteriormente nao
relacionados a homeostase ou desordens periodontais, como o miR-96-5p e o0 miR-
296, que podem ser de interesse para futuras pesquisas.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

A doenca periodontal (DP) € um disturbio inflamatério que afeta principalmente
os tecidos de suporte dos dentes (Kinane et al., 2017). Apesar prevenivel, a DP é
altamente prevalente e comumente associada a higiene oral inadequados, tendo um
impacto direto na qualidade de vida dos individuos (Chen et al., 2021b). A reabsorg¢ao
O0ssea alveolar induzida pela inflamagdo € predominantemente irreversivel e,
eventualmente, leva a perda dos dentes, o que requer reabilitagcido especializada e
intensiva em recursos, como enxertos de tecido e proteses dentarias, representando,
assim, um problema de saude publica. Comorbidades, como hipertensao, tem alta
chance de coexistir e podem afetar significativamente a severidade da DP, como ja
demonstrado em modelos humanos e animais, como o0 rato espontaneamente
hipertensivo (SHR), que mimetiza a hipertensao essencial humana (Bonato et al.,
2012; Tada et al., 2022).

O fator microbioldgico € decisivo para o estabelecimento da DP, mas sua
progressdo € principalmente influenciada pela resposta do hospedeiro, incluindo
fatores como a intensidade da carga inflamatéria e comprometimentos intrinsecos do
metabolismo ésseo, que por sua vez sédo finamente reguladas pela expressao génica,
0 que esta diretamente relacionada a variabilidade de resposta entre individuos.

Os microRNAs (miRNAs) sdo RNAs n&o codantes, de 17 a 25 nucleotideos,
que regulam a expressao génica a nivel pés-transcricional. Os miRNAs sdo transcritos
do DNA genémico como transcritos primarios de miRNA (pri-miRNA) e, em seguida,
processados no nucleo em miRNA precursores (pre-miRNAs), que s&o transportados
para o citoplasma onde s&o processados nos miRNAs maduros de fita dupla. Uma
das fitas (5p ou 3p), associada ao complexo de silenciamento induzido por RNA

(RISC), interage por complementaridade de sua sequéncia seed (7-8 nucleotideos),
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com a regidao 3'UTR de um mRNA alvo, levando a degradagdo do mRNA ou inibigao
da tradugao proteica (Bartel, 2004).

Devido ao seu tamanho e mecanismo de agdo, os miRNAs podem modular
varios mRNAs e induzir seus efeitos pela modulacédo de diferentes vias e processos
celulares. Como importantes reguladores da funcao celular, alteragdes no seu perfil
de expressao ja foram associadas a homeostase e desordens inflamatdrias e ésseas
(Hensley & McAlinden, 2021), incluindo a DP (Yuan et al., 2021), e desta forma, sao
considerados ferramentas terapéuticas e diagndsticas atrativas (Jin et al., 2020;
Kagiya, 2016; Krongbaramee et al., 2021).

A maioria dos estudos até o momento dedicaram-se ao estudo dos tecidos
moles associados ao periodonto, como a gengiva, ligamento periodontal e fluido
crevicular ou saliva, mas poucas evidéncias mostram alteracbes na expressao de
miRNAs no osso alveolar. Desta forma, nosso objetivo foi investigar o perfil de
expressdao de miRNAs associados a DP na mandibula de ratos hipertensos (SHR),
em comparagao a ratos normotensos (Wistar), por meio de ensaio de microarranjo de
miRNAs e ferramentas de analise bioinformatica, para evidenciar possiveis
mecanismos que contribuam para a perda 6ssea alveolar no contexto da hipertensao,

nesse modelo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e grupos experimentais

Os procedimentos experimentais estavam de acordo com o Controle de
Experimentos com Animais do Conselho Nacional do Brasil e foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(Unesp) (Processo FOA-00383-2020; Anexo 2). Foram utilizados ratos machos Wistar
(n=6) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (n=6), com 10 semanas de idade,
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (Unesp). Os
animais foram mantidos em condigdes ambientais controladas (ciclo de claro/escuro
de 12 horas, temperatura de 22°C + 2°C e umidade de 55% * 5%), com acesso livre
a uma dieta padrao (racdo comercial em pellet) e agua potavel. Os animais foram
divididos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais: Wistar Controle (WC),
SHR Controle (SC), Wistar com doenga periodontal (WPD) e SHR com doenca

periodontal (SPD).

2.1. Indugao da doencga periodontal

A doenga periodontal (DP) foi induzida por ligadura bilateral ao redor dos
primeiros molares inferiores (Brito et al., 2020). Para isso, os animais foram
anestesiados com administracao intraperitoneal da mistura de cloridrato de cetamina
(80 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), e posicionados em decubito ventral em
mesa odontoldgica adaptada para roedores, com retratores apoiados nos dentes
incisivos. Um fio de seda 4-0 (Shalon; Goiania, GO, Brasil) foi inserido ao redor dos

primeiros molares inferiores e amarrado na regido mesial e mantido por 15 dias.
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2.3. Medida nao invasiva da pressao arterial

A pressao arterial sistdlica dos animais foi medida apés 15 dias de inducéao de
DP, antes da coleta das amostras, utilizando a técnica de pletismografia de cauda.
Animais com valores de pressao arterial sistdlica acima de 150 mmHg foram
classificados como hipertensos, de acordo com critérios previamente estabelecidos
(Potje et al., 2014). Os dados sao apresentados como média * desvio padrao (n=5),
e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(versao 8.0). A distribuicdo normalidade foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk,
seguido de uma analise de variancia de um fator (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey

para determinar diferencas significativas (p<0,05).

2.4. Coleta das amostras e avaliagao da perda 6ssea alveolar

Apods 15 dias de indugédo da DP, os animais foram sacrificados por overdose
anestésica. As mandibulas esquerdas foram coletadas cirurgicamente e limpas dos
tecidos adjacentes. Uma imagem radiografica foi realizada para confirmar a indugéo
da DP, e a perda 6ssea alveolar foi avaliada medindo a area entre a jungdo cemento-
esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA), na regidao dos molares. Os dados s&o
apresentados como média * desvio padrao (n=5), e as analises estatisticas foram

realizadas como descrito no item 2.3.

2.5. Extragao do RNA total

Para extracao do RNA total foram utilizadas trés amostras de mandibula. O
dente incisivo e ramo mandibular foram removidos, e a medula 6ssea foi lavada. Os
espécimes foram pulverizados em nitrogénio liquido usando um almofariz e um pistilo

e a extragdo do RNA total, preservando os miRNAs, foi realizada com o mirVana™
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miRNA isolation kit (Ambion #AM1560; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
seguindo as instru¢des do fabricante. A concentracdo de RNA foi determinada por
espectrofotometria (NanoDrop™ 2000/2000c; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

EUA), e a pureza do RNA foi avaliada com base nas razdes 260/280 e 260/230.

2.6. Microarranjo de microRNA

Para as analises de microarranjo foram utilizados 250 ng de RNA de cada
amostra, para o kit miRNA 4.1 Array Strip (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) (n=3).
De maneira resumida, as amostras de RNA foram submetidas a poliadenilagao e
marcagao com biotina usando o RNA FlashTag™ Biotin HSR kit (Affymetrix). Em
seguida, foi realizada a hibridizacdo das amostras por 20 horas a 48 °C, seguida de
lavagens e coloracdo usando os kits de hibridizacdo, lavagem e coloragao
GeneAtlas™ (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific), seguindo as
instru¢des do fabricante. Por fim, os micros arranjos foram escaneadas no

equipamento Gene Atlas Imaging Station (Affymetrix).

2.7. Andlise de dados de microarranjo

Na analise do microarranjo foi utilizado o software Transcriptome Analysis
Console (versdao 4.0.2; Thermo Fisher Scientific) para o controle de qualidade,
normalizagdo de dados e deteccao de sinal de expresséao [algoritmo robust multichip
analysis (RMA) e algoritmos detection above background (DABG)], e analise de
expressao diferencial [pacote limma com estatistica eBayes (p<0.05 e fold change =
1.5 ou < -1.5)]. Os dados foram entao filtrados para incluir apenas miRNAs maduros
e especificos da espécie Rattus norvegicus, que foram entdo utilizados para analises

bioinformaticas subsequentes.
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Para gerar os heatmaps dos miRNAs diferencialmente expressos, as
intensidades de sinal das amostras foram clusterizadas a partir da distancia
euclidiana, utilizando o pacote "ComplexHeatmap" no R (versdo 4.2.0) (Gu et al.,
2016), utilizando o RStudio (versdo 2023.03.0+386). Graficos de dispersao e tipo
vulcao foram criados utilizando o GraphPad Prism (versao 8.0), utilizando os valores
de fold change, delta fold change e valores de p. Diagramas de Venn foram

construidos utilizando o pacote "VennDiagram" no R.

2.8. Predicao in silico de alvos de miRNA e analise de enriquecimento de vias

Os alvos dos miRNAs diferencialmente expressos foram previstos in silico
utilizando a plataforma mirMap (https://mirmap.ezlab.org/; versdo de dados
mirmap_202203), considerando um score de 90 ou superior (Vejnar et al., 2013).

A analise de enriquecimento KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) e GO (Gene Ontology) foi realizada utilizando a aplicagao g:Profiler (versao
€109 _eg56 _p17_1d3191d; https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/), com o método de corre¢cado
de multiplos testes (9:SCS; significancia de 0,05) (Raudvere et al., 2019). Analises de
enriquecimento para os alvos previstos dos miRNAs downregulados e upregulados
foram conduzidas separadamente. Para as vias KEGG, os resultados sao
apresentados em graficos de barras. Para os termos de Gene Ontology, mapas de
enriquecimento foram criados usando o aplicativo EnrichmentMap (versdo 3.3.6)
(Merico et al., 2010), no software Cytoscape (versdo 3.10.0) (Shannon et al., 2003).
Para melhor visualizagdo e interpretagdo, o AutoAnnotate (versao 1.4.0) foi usado
para identificar os clusters de termos GO, que foram curados manualmente para

produzir as figuras (Reimand et al., 2019).
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Para o miRNA de interesse, foi construida uma rede de interacdoes miRNA-
MRNA (Rattus norvegicus) usando o Cystoscape, com alvos validados obtidos a partir

da miRTarBase 9 (Huang et al., 2022).

3. RESULTADOS

3.1. Animais hipertensos tem maior perda éssea alveolar induzida pela doenga
periodontal (DP)

Avaliamos a pressao arterial sistdlica (PAS) apdés a inducédo da DP para
confirmar o fendtipo hipertensivo em nosso modelo (Figura 2-1A). Os grupos SHR
apresentaram uma média de PAS de 160 mmHg, confirmando a hipertenséao, diferente
dos grupos Wistar, com um valor médio de 100 mmHg. Além disso, a DP nao alterou
a PAS.

Em seguida, avaliamos a perda éssea alveolar por medida radiografica, para
confirmar a indugdo da DP (Figura 2-1B). Wistar e SHR com DP apresentaram
significativa reabsorg¢ao 6ssea, em relagéo a seus respectivos controles (Figura 2-1C-
D e E-F). Como esperado, a perda 6ssea foi mais pronunciada nos SHRs, como ja

mostrado anteriormente (Bonato et al., 2012; Brito et al., 2021).
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Figura 2- 1. Pressao arterial sistélica e perda 6ssea alveolar induzida por DP em
ratos SHR e Wistar. (A) Pressao arterial sistélica 15 dias ap6s a indugéo da DP (n=5).
(B) Distancia média entre a jungcao cemento-esmalte (CEJ) e crista 6ssea alveolar
lingual (ABC) na regiao do primeiro molar. (C-F) Radiografia representativa, na regiao
dos molares, delineando a area de reabsorgdo Ossea alveolar. Os graficos
representam a média + DP, e as diferencas estatisticas sdo indicadas com *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, e ****p<0,0001 (one-way ANOVA, com teste post hoc de Sidak)
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3.2. SHR apresentam diferengas intrinsecas na expressdao de miRNAs na
mandibula

Para investigar potenciais fatores que contribuem para o aumento da perda
O0ssea alveolar em SHR, realizamos uma analise em microarranjo de microRNAs
(miRNAs) na mandibula, e um total de 728 miRNAs maduros (Rattus norvegicus)
foram identificados nas amostras de mandibula.

Inicialmente, comparamos os grupos SHR e Wistar Controle para evidenciar
diferengas constitutivas no animal hipertensivo. Cinquenta miRNAs diferencialmente
expressos (DEmiRs) foram encontrados no grupo SHR Controle, em comparagédo com
o Controle Wistar. Desses, 46 foram downregulados e 4 foram upregulados, e a
clusterizagdo no heatmap mostrou que os miR-181a-5p, miR-125a-5p, MmiR-205 e
miR-200a-3p apresentaram os maiores niveis de expressao (Figura 2-2A e B, e
Tabela 2-1). O enriquecimento KEGG dos alvos previstos dos miRNAs downregulados
mostrou que as vias de sinalizacdo FoxO e MAPK foram as mais significativas,
juntamente com a regulagdo de morfogénese e a transdugéo de sinais, no mapa de
enriquecimento de GO (Figura 2-2C e D).

Em relagcéo ao enriquecimento alvos previstos de miRNAs upregulados, as vias
de sinalizagcdo PI3K-Akt e transporte de vesiculas associado ao SNARE foram
significativas (Figura 2-2C). Além disso, entre as vias previstas como downreguladas,
também observamos a sinalizacdo de MAPK, adesao celular, vias associadas a
infecgcdes bacterianas e virais, além de motilidade celular e resposta a produtos
quimicos, no enriquecimento de GO (Figura 2-2C e E). Esses dados sugerem
diferengas intrinsecas na expressdo de miRNAs no modelo SHR, associadas a vias

de sinalizacao e respostas imunes.
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Figura 2- 2. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de
SHR Controle versus Wistar Controle. (A) Heatmap mostra o nivel de expressao
dos DEmiRs, com agrupamento hierarquico (dendrogramas), asterisco (*) indica os
miRNAs mais expressos); (B) Grafico tipo vulcao mostra a significancia estatistica (p-
val; eixo y) e fold change (eixo x) dos DEmIiR; (C) Vias KEGG e (D e E) mapas de
enriquecimento GO dos alvos previstos dos DEmIR; Enriquecimento dos alvos de
miRNA downregulados sdo mostrados como vias upreguladas e vice-versa; tamanho
dos nodos indicam a quantidade de genes enriquecidos; Saturagéo de cor dos nodos
representa a significancia (valor Q); Espessura das arestas representa a quantidade
de genes compartilhados.

Tabela 2- 1. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de
SHR Controle versus Wistar Controle

Downregulados Downregulados (cont.)

microRNA FC p-val microRNA FC p-val
rno-miR-141-3p -6,73 0,0103 rno-miR-138-5p -1,84 0,0142
rno-miR-200a-3p -4,73  0,0298 rno-miR-340-3p -1,84 0,0084
rno-miR-96-5p -4.59 0,0110 rno-miR-181c-5p -1,77 0,0039
rno-miR-429 -4,46  0,0066 rno-miR-29b-2-5p -1,77  0,0025
rno-miR-200b-3p -3,92 0,0088 rno-miR-1843-5p -1,76  0,0011
rno-miR-34c-3p -3,86 1,2E-05 rno-miR-449a-5p -1,75 0,0187
rno-miR-182 -3,85 10,0038 rno-miR-34c-5p -1,74 0,0455
rno-miR-200c-3p -3,84 0,0129 rno-miR-155-3p -1,73  0,0142
rno-miR-369-5p -3,76  0,0357 rno-miR-125a-5p* -1,69 0,0115
rno-miR-205 -3,51  0,0015 rno-miR-203a-3p -1,67 0,0306
rno-miR-1949 -3,29 0,0003 rno-miR-344g -1,67 0,0004
rno-miR-200b-5p -3,27  0,0053 rno-miR-6331 -1,67 0,0048
rno-miR-489-3p -3,01  0,0011 rno-miR-743a-5p -1,67 0,0249
rno-miR-224-3p -2,88 0,0028 rno-miR-181a-5p -1,65 0,0003
rno-miR-146a-3p -2,85 0,0046 rno-miR-9a-3p -1,65 0,0057
rno-miR-183-5p -2,53 0,0108 rno-miR-33-3p -1,62 0,0086
rno-miR-31a-3p -2,25 0,0003 rno-miR-335 -1,62  0,0001
rno-miR-653-3p -2,25 0,0025 rno-miR-455-5p -1,54  0,0027
rno-miR-18a-3p -2,19 0,0148 rno-miR-383-5p -1,51 0,0080
rno-miR-34b-3p -2,12  0,0450

rno-miR-211-5p -2,06 0,0108 Upregulados

rno-miR-495 -2,03  0,0260 microRNA FC p-val
rno-miR-344a-3p -2,01  0,0340 rno-miR-129-5p 1,72 0,0262
rno-miR-183-3p -1,90 0,0267 rno-miR-124-3p 1,68 0,0162
rno-miR-221-5p -1,89 0,0306 rno-miR-92a-2-5p 1,55 0,0011
rno-miR-1839-5p -1,88 0,0000 rno-miR-672-5p 1,52 0,0229

rno-miR-708-3p -1,88 0,0179
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3.3. Predicao in silico sugerem vias de sinalizagao celular e resposta imune
modulados por miRNAs em mandibula de ratos Wistar com DP

Avaliamos entdo as diferengas entre os grupos com DP e Controle em cada
modelo animal. Nos ratos Wistar com DP, em comparacao ao Controle, encontramos
83 DEmiRs, sendo 74 downregulados e 9 upregulados (Figura 2-3A e B, e Tabela 2-
2). Os miR-125a-5p, miR-205, miR-1-3p e miR-15b-5p foram os mais expressos, como
observado na clusterizagdo do heatmap (Figura 2-3A).

A analise de enriquecimento KEGG mostrou que a autofagia e a diferenciagao
Th17 estariam upreguladas, além das vias de sinalizagdo FoxO, MAPK, p53, HIF-1 e
PI3K (Figura 2-3C), e 0 mapa de enriquecimento de GO mostrou clusters associados
a processos metabdlicos, comunicagao celular, fosforilagdo de proteinas, resposta a
bactérias e citocinas, migracao celular e apoptose (Figura 2-3D).

Em relagdo as vias downreguladas, observamos a sinalizagao de MAPK, PI3K
e FoxO (também previstas como upreguladas), juntamente com jungdo de gap e
sinalizagao Ras, e comunicacao celular e resposta a produtos quimicos, em cluster
do enriquecimento de GO (Figura 2-3E). Esses achados sugerem o potencial
envolvimento de microRNAs na regulagdo de sinalizagdo intracelular, respostas

imunes e migragao celular na mandibula de ratos Wistar com DP.
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Figura 2- 3. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de
Wistar com DP versus Wistar Controle. (A) Heatmap mostra o nivel de expressao
dos DEmIiRs, com agrupamento hierarquico (dendrogramas), asterisco (*) indica os
miRNAs mais expressos); (B) Grafico tipo vulcdo mostra a significancia estatistica (p-
val; eixo y) e fold change (eixo x) dos DEmIR; (C) Vias KEGG e (D e E) mapas de
enriquecimento GO dos alvos previstos dos DEmIR; Enriquecimento dos alvos de
miRNA regulados negativamente sdo mostrados como vias reguladas positivamente
e vice-versa. Mapas independentes; tamanho dos nodos indicam a quantidade de
genes enriquecidos; Saturagdo de cor dos nodos representa a significancia;
Espessura das arestas representa a quantidade de genes compartilhados.
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Tabela 2- 2. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de

Wistar com DP versus Wistar Controle

Downregulados

Downregulados (cont.)

microRNA FC p-val microRNA FC p-val
rno-miR-200a-3p -4,61 0,040 rno-miR-338-3p -1,98 0,010
rno-miR-96-5p -4.47 0,023 rno-miR-434-3p -1,93 0,002
rno-miR-743b-3p -4,42 0,034 rno-miR-34c-3p -1,88 0,006
rno-miR-299b-5p -4,27 0,005 rno-miR-505-3p -1,88 0,0014
rno-miR-133a-5p -4,26  2,5E-05 rno-miR-137-3p -1,86 00,0225
rno-miR-133b-3p -4,25 0,001 rno-miR-7a-5p -1,84 0,0164
rno-miR-206-3p -3,93 0,000 rno-miR-181c-5p -1,81 00,0022
rno-miR-1-3p -3,84 0,000 rno-miR-103-1-5p -1,80 0,0206
rno-miR-182 -3,67 0,004 rno-miR-34a-3p -1,80 0,0093
rno-miR-429 -3,64 0,040 rno-miR-434-5p -1,79 0,0303
rno-miR-133a-3p -3,58 0,000 rno-miR-34c-5p -1,77 0,0267
rno-miR-369-5p -3,44 0,023 rno-miR-134-3p -1,76  0,0163
rno-miR-299a-5p -3,25 0,001 rno-miR-18a-3p -1,76 00,0447
rno-miR-743a-3p -3,20 0,023 rno-miR-378a-5p -1,73 0,0001
rno-miR-541-5p -3,11 0,033 rno-miR-19b-1-5p -1,72  0,0280
rno-miR-183-5p -3,04 0,004 rno-miR-495 -1,72 0,0193
rno-miR-200b-3p -2,89 0,039 rno-miR-26b-3p -1,68 0,0063
rno-miR-138-1-3p -2,88 0,030 rno-miR-31a-3p -1,68 0,0314
rno-miR-377-3p -2,84 0,003 rno-miR-335 -1,68 0,0004
rno-miR-205 -2,81 0,008 rno-miR-375-3p -1,68 0,0276
rno-miR-200b-5p -2,78 0,009 rno-miR-125a-5p -1,66 0,0013
rno-miR-487b-3p -2,73 0,007 rno-miR-211-5p -1,66 0,0496
rno-miR-376b-3p -2,68 0,004 rno-miR-433-3p -1,65 0,0284
rno-miR-3580-3p -2,59 0,018 rno-miR-17-2-3p -1,64 0,0384
rno-miR-411-5p -2,42 0,041 rno-miR-204-5p -1,64 0,0143
rno-miR-551b-3p -2,31 0,015 rno-miR-92a-1-5p -1,60 0,0005
rno-miR-154-3p -2,29 0,009 rno-miR-148b-3p -1,59  0,0001
rno-miR-130b-5p -2,23 0,035 rno-miR-15b-5p -1,59 0,0028
rno-miR-127-3p -2,20 0,005 rno-miR-186-5p -1,56 0,0218
rno-miR-383-5p -2,20 0,002 rno-miR-29b-2-5p -1,55 0,0146
rno-miR-337-5p -2,14 0,002 rno-miR-409a-5p -1,54 0,0113
rno-miR-653-3p -2,14 0,004 rno-miR-183-3p -1,53  0,0239
rno-miR-382-3p -2,13 0,004 rno-miR-92b-3p -1,53 0,0043
rno-let-7i-3p -2,10 0,014 rno-let-7f-1-3p -1,50 0,0222
rno-miR-489-3p -2,10 0,002

rno-miR-708-3p -2,10 0,003  Upregulados

rno-miR-330-5p -2,03 0,021 microRNA FC p-val
rno-miR-138-5p -2,01 0,006 rno-miR-128-1-5p 2,22 0,0060
rno-miR-340-3p -1,99 0,001 rno-miR-129-5p 2,16 0,0015
rno-miR-329-3p -1,98 0,017 rno-miR-92a-2-5p 1,86 0,0002
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Tabela 2-2 (continuacgao)

Upregulados (cont.) Upregulados (cont.)

microRNA FC p-val microRNA FC p-val
rno-miR-297 1,82 0,0046 rno-miR-764-5p 1,73 0,0367
rno-miR-466c¢-5p 1,76 0,0012 rno-miR-465-5p 1,59 0,0122
rno-miR-466b-5p 1,74 0,0192 rno-miR-92b-5p 1,55 3,5E-05

3.4. SHR apresenta um perfil distinto de miRNAs associado a DP

Nos SHRs com DP, comparados ao seu grupo controle, foram identificados 40
mMiRNAs DEmiRs, sendo 15 downregulados e 25 upregulados. Entre os mais
expressos, foram observados os miR-125a-5p, miR-205 e miR-1-3p, como nos Wistar
(Figura 2-4A e B, e Tabela 2-3), entretanto nos SHR com DP, os miR-125a-5p € miR-
205 foram upregulados. A analise de enriquecimento KEGG indicou a regulagao
positiva da protedlise e processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, além
de clusters do enriquecidos de GO associados a comunicagao celular, organelas
delimitadas por membrana e localizagdo/transporte de macromoléculas (Figura 2-4C
e D). As vias previstas como downreguladas incluiram sinalizacdo Ras1, FoxO e
MAPK, também observadas nos ratos Wistar (Figura 2-4C), além de vias associadas
a hepatite, diferente do Wistars. Os clusters de GO também indicaram repressao da
transducao de sinais, resposta a estimulos quimicos e apoptose (Figura 2-4E).

E importante destacar que o modelo SHR apresentou menos DEmIR, com a
maioria sendo upreguladas, enquanto nos Wistar, a maioria dos DEmiRs foram
downregulados, sugerindo uma resposta distinta entre os dois modelos. Apenas
quatro miRNAs downregulados (miR-206-3p, miR-133a-3p, miR-133b-3p e miR-1-3p)
foram compartilhados entre SHR e Wistar com DP, em comparacdo com seus
respectivos controles, enquanto os demais miRNAs foram modulados apenas em um

modelo especifico, como mostrado na Figura 2-5, por meio de um diagrama de Venn.
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Nossos resultados evidenciam um perfil distinto de miRNAs associado a DP no rato
hipertenso, o que pode ajudar a compreender os mecanismos associados a maior

perda 0ssea alveolar induzida pela DP.
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Figura 2- 4. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de
SHR com DP versus SHR Controle. (A) Heatmap mostra o nivel de expresséo dos
DEmiRs, com agrupamento hierarquico (dendrogramas), asterisco (*) indica os
miRNAs mais expressos); (B) Grafico tipo vulcdo mostra a significancia estatistica (p-
val; eixo y) e fold change (eixo x) dos DEmIR; (C) Vias KEGG e (D e E) mapas de
enriquecimento GO dos alvos previstos dos DEmIR; Enriquecimento dos alvos de
miRNA regulados negativamente sdo mostrados como vias reguladas positivamente
e vice-versa. Mapas independentes; tamanho dos nodos indicam a quantidade de
genes enriquecidos; Saturacdo de cor dos nodos representa a significancia;
Espessura das arestas representa a quantidade de genes compartilhados.
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Tabela 2- 3. MiRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) nas mandibulas de
SHR com DP versus SHR Controle

Downregulados

Upregulados (cont.)

microRNA FC p-val microRNA FC p-val
rno-miR-206-3p -4,33 1,2E-06 rno-let-7d-3p 2,26 0,0037
rno-miR-133a-3p -4,33 0,0010 rno-let-7b-3p 2,21 0,0050
rno-miR-1-3p -3,91 1,6E-05 rno-miR-125a-5p 2,08 0,0010
rno-miR-133b-3p -3,71 0,0016 rno-miR-146a-3p 2,06 0,0291
rno-miR-133a-5p -2,87 0,0007 rno-miR-671 1,94 0,0432
rno-miR-196b-5p -2,10 0,0492 rno-miR-3573-5p 1,91 0,0085
rno-miR-664-2-5p -1,75 0,0106 rno-miR-200c-3p 1,88 0,0198
rno-miR-130b-3p -1,71  0,0012 rno-miR-182 1,87 0,0428
rno-miR-181a-1-3p -1,70  0,0101 rno-miR-205 1,84 0,0233
rno-miR-3068-3p -1,57 0,0334 rno-miR-34b-3p 1,83 0,0261
rno-miR-664-1-5p -1,55 0,0098 rno-miR-221-5p 1,70  0,0068
rno-miR-203b-3p -1,55 0,0363 rno-miR-216a-5p 1,68 0,0111
rno-miR-451-5p -1,52 0,0155 rno-miR-23b-5p 1,67 0,0042
rno-miR-6215 -1,51  0,0241 rno-miR-212-3p 1,67 0,0384
rno-miR-150-5p -1,51  0,0003 rno-miR-328a-3p 1,66 0,0395

rno-miR-1306-5p 1,65 0,0059
Upregulados rno-miR-216b-5p 1,56  0,0044
microRNA FC p-val rno-miR-505-3p 1,54 0,0050
rno-miR-96-5p 3,38 0,0266 rno-miR-429 1,53 0,0397
rno-miR-34c-3p 3,22 0,0001 rno-miR-132-3p 1,53 0,0231
rno-miR-141-3p 2,70 0,0190 rno-miR-532-3p 1,50 0,0162
rno-miR-183-5p 241  0,0121
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A miRNAs downregulados
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Figura 2- 5. Diagrama de Venn para DEmiRs na DP. (A) MiRNSs downregulados e
(B) upregulados nas mandibulas de SHR e Wistar com DP versus seus respectivos

controles (WPD vs WC e SPD vs SC).
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3.5. MiRNAs sao diferencialmente regulados no SHR com DP em relagdao aos
grupos normotensos

Para melhor compreender a modulagao distintas de miRNAs no modelo SHR,
investigamos a interagao entre os grupos com DP e controle em ratos SHR e Wistar,
obtendo os miRNAs com delta fold change (deltaFC) significativos, onde um deltaFC
negativo indica regulagao positiva em SHR (PD vs. controle), enquanto negativa ou
neutra em Wistar (PD vs. controle), e vice-versa.

Identificamos 12 miRNAs com deltaFC negativo e 77 com deltaFC positivo
(Figura 2-6A) e para visualizar os miRNAs que apresentaram modulagao oposta em
SHR e Wistar, com pelo menos 1,5 vezes de modulagao em cada linhagem, geramos
um grafico de dispersao (Figura 2-6B). Um miRNA foi downregulado em SHR com DP,
enquanto foi upregulado em Wistar com DP, enquanto 17 miRNAs foram upregulados
nos SHR com DP e downregulados nos Wistar com DP (Figura 2-6B).

Para obter mais informacdes sobre a modulacdo de vias pelos DEmiRs,
construimos uma network utilizando interagbes mMiIRNA-mRNA (IMM) validadas
experimentalmente, anotadas na base de dados miRTarBase (Figura 2-6C). Entre os
alvos identificados, podemos destacar Zeb2 (miR-200c-3p, miR-449, miR-141-3p),
Zeb1 (miR-200c-3p, miR-449) e Mitf (miR-182 e miR-96-5p), que apresentaram mais
(IMM) (Figura 2-6C). Em conjunto, nossos dados sugerem vias reguladas por miRNAS
potencialmente associadas a perda 6ssea aumentada no modelo SHR, como Zeb1 e

2 e Mitf.
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Figura 2- 6. MiRNAs regulados diferencialmente em SHR com PD versus SHR
Controle comparado a Wistar com PD versus Wistar Controle. (A) Grafico tipo
vulcdo mostra a significancia estatistica (p-val; eixo y) e delta fold chage (dFC; eixo
x); (B) Grafico de dispersdo mostra o fold change de DEmiR em SHR com PD versus
SHR Controle (eixo y) e Wistar com PD versus Wistar Controle (eixo x) (linhas
pontilhadas indicam fold change de 1,5 ou -1,5); (C) Network de miRNAs (vermelho)
e mRNA-alvos validados (cinza).
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371 Tabela 2- 4. MiRNAs regulados diferencialmente em SHR com DP versus SHR
372 Controle comparado a Wistar com DP versus Wistar Controle
373

Delta negativo Delta positivo (cont.)
microRNA dFC p-val microRNA dFC p-val
rno-miR-297* -3,03  0,0049 rno-miR-138-5p 2,67 0,0327
rno-miR-129-5p -2,54 0,0043 rno-miR-31a-3p 2,50 0,0023
rno-miR-466b-5p -2,32  0,0347 rno-miR-377-3p 2,48 0,0263
rno-miR-466c¢-5p -2,18 0,0015 rno-miR-181c-5p 2,44 0,0008
rno-miR-672-5p -1,88 0,0031 rno-miR-434-3p 2,38 0,0194
rno-miR-664-1-5p -1,76 00,0089 rno-miR-221-5p 2,29 0,0094
rno-miR-32-3p -1,74  0,0395  rno-miR-337-5p 2,29 10,0218
rno-miR-92a-2-5p -1,74 0,0036 rno-miR-183-3p 2,27 0,0077
rno-miR-204-3p -1,62 0,0148 rno-miR-29b-2-5p 2,27 0,0022
rno-miR-465-5p -1,62 0,0232 rno-miR-3573-5p 2,25 10,0232
rno-miR-664-2-5p -1,57 0,0409 rno-miR-224-3p 2,23 0,0326
rno-miR-1224 -1,53 0,0038 rno-miR-1306-5p 2,22 0,0018
rno-miR-328a-3p 2,22 0,0049
Delta positivo rno-let-7b-3p 2,21 0,0146
microRNA dFC p-val rno-miR-653-3p 2,20 0,0210
rno-miR-96-5p* 15,14 0,0036 rno-miR-26b-3p 2,14 0,0189
rno-miR-141-3p* 10,62 0,0063 rno-miR-181a-5p 2,10 0,0003
rno-miR-183-5p* 7,32  0,0007 rno-miR-27b-5p 2,09 0,0051
rno-miR-182* 6,87 0,0015 rno-miR-34a-3p 2,08 0,0261
rno-miR-200a-3p 6,47 0,0161 rno-miR-148b-3p 2,04 0,0002
rno-miR-34c-3p* 6,06 3,4E-05 rno-miR-383-5p 2,04 0,0161
rno-miR-369-5p* 5,75 0,0283 rno-miR-155-3p 2,01 0,0143
rno-miR-429* 5,58 0,0070 rno-miR-34c-5p 2,01 0,0319
rno-miR-200b-5p* 5,16 0,0032 rno-let-7f-1-3p 2,00 0,0109
rno-miR-205* 5,16 0,0016 rno-miR-489-3p 1,94 0,0178
rno-miR-299b-5p 5,00 0,0365 rno-miR-181a-2-3p 1,93 0,0282
rno-miR-200c¢-3p* 4,84 0,0068 rno-miR-203a-3p 1,92 0,0366
rno-miR-541-5p* 4,65 0,0492 rno-miR-539-3p 1,92 0,0008
rno-miR-200b-3p 4,08 0,0108 rno-miR-103-1-5p 1,90 0,0231
rno-miR-190a-3p* 4,08 0,0328 rno-miR-207 1,89 0,0138
rno-miR-495* 3,71 0,0131 rno-miR-455-5p 1,88 0,0021
rno-miR-125a-5p 3,46  0,0001 rno-miR-92b-3p 1,86 0,0069
rno-miR-708-3p* 3,33 0,0042 rno-miR-409a-5p 1,85 0,0385
rno-miR-137-3p* 3,25 0,0126 rno-miR-382-3p 1,85 0,0417
rno-let-7d-3p 3,16 0,0034 rno-miR-186-5p 1,81 0,0386
rno-miR-146a-3p 2,97 0,0173 rno-miR-322-3p 1,77 0,0073
rno-miR-340-3p 2,97 0,0037 rno-miR-15b-5p 1,77 0,0045
rno-miR-505-3p 2,91 0,0002 rno-miR-216a-5p 1,76  0,0237
rno-miR-299a-5p 2,88 0,0064 rno-miR-532-3p 1,75 0,0042

rno-miR-376b-3p 2,75 0,0237  rno-miR-129-2-3p 1,75 0,0404
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Tabela 2-4 (continuacgao)

Delta positivo (cont.) Delta positivo (cont.)

microRNA dFC p-val microRNA dFC p-val
rno-miR-30e-5p 1,74 0,0292 rno-miR-33-3p 1,59 0,0469
rno-miR-204-5p 1,73 0,0340 rno-miR-92a-1-5p 1,56 0,0062
rno-miR-3557-3p 1,70  0,0475 rno-miR-224-5p 1,52 0,0020
rno-miR-23b-5p 1,69 0,0077 rno-miR-543-3p 1,51 0,0036
rno-miR-92a-3p 1,65 0,0071 rno-miR-216b-5p 1,50 0,0205
rno-miR-322-5p 1,61 0,0291 rno-miR-100-5p 1,50 0,0003

4. DISCUSSAO

No presente estudo, examinamos o perfil de expressdao dos miRNAs nas
mandibulas de ratos Wistar e SHR com DP, com o objetivo de identificar miRNAs
associados ao aumento da perda 6ssea alveolar em animais hipertensos. Os miRNAs
desempenham um papel complexo como reguladores pds-transcricionais, visto que
um unico miRNA pode potencialmente modular diferentes mRNAs. Para que ocorra a
repressao génica e um efeito biolégico significativo através das interagdes miRNA-
MRNA, é necessario que o mMIRNA seja expresso em niveis suficientes e
simultaneamente ao mMRNA alvo (Wilczynska & Bushell, 2015). A regulacao de
processos bioldgicos por miRNAs geralmente envolve uma rede de diferentes miRNAs
que podem modular de forma redundante a mesma via biolégica, produzindo
coletivamente um fenétipo mais robusto.

Realizamos o enriquecimento de vias com base nos alvos previstos dos
miRNAs significantemente modulados para obter uma melhor compreensao dos
processos associados aos miRNAs em nosso modelo. E importante considerar que a
predigdo de alvos in silico pode introduzir vieses e gerar falsos positivos. Para mitigar
esse problema, utilizamos o algoritmo miRmap, que incorpora um escore de forga de

repressao do mMiRNA baseado em um modelo linear que combina diferentes
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caracteristicas de predigao para aumentar a assertividade (Vejnar et al., 2013). Com
essa abordagem, buscamos aumentar a confiabilidade na identificagdo de
perturbagdes em vias potencialmente associadas aos miRNAs identificados em
nossos dados.

Além disso, destacamos miRNAs de interesse que nao foram previamente
associados a homeostase ou disturbios periodontais, e discutimos os DEmiRs mais
significativos que ja foram relacionados a inflamagao periodontal e ao metabolismo
0sseos. Ainda, € importante ressaltar que a literatura existente se concentra em
mecanismos relacionados aos osteoblastos, enquanto a regulagdo de osteoclastos
por miRNAs ainda é relativamente pouco estudada.

O rato SHR, em comparacgao ao Wistar, apresenta um comprometimento 6sseo
intrinseco (Landim de Barros et al., 2016; Tiyasatkulkovit et al., 2019), e uma resposta
inflamatéria aumentada (Bonato et al.,, 2012). Em nosso estudo, observamos
diferengas constitutivas no perfil de miRNAs nas mandibulas desses dois modelos e
identificamos trés miRNAs com expressao significativamente reduzida no SHR (miR-
181a-5p, miR-125a-5p e miR-205). Estudos anteriores ja associaram a redugao da
expressao de miR-181a-5p e miR-205 a um aumento na producéo de citocinas, por
meio da regulagao positiva de HMGB1 (high mobility group box 1) (Jiang et al., 2021;
Wu et al., 2022), que possui efeitos pro-inflamatorios e ja foi descrito no tecido
periodontal (Nogueira et al., 2014). Além disso, estudos mostraram que a inibigao do
miR-125a-5p aumentou a diferenciacdo de osteoclastos (Sun et al.,, 2019) e a
polarizagdo de macrofagos M1 (He et al., 2021).

No grupo SHR Controle, encontramos apenas quatro miRNAs com expressao
aumentada em comparacgao ao grupo Wistar Controle. Dentre esses, o miR-124-3p e

miR-92a-2-5p foram previamente associados a inibicdo da osteogénese in vitro (Cao
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etal., 2021; Wang & Duan, 2022). Por outro lado, o silenciamento do miR-129-5p inibiu
a osteogénese das células-tronco mesenquimais de medula éssea humana, por meio
da modulagdo de Fzd4 (J. Wang et al., 2021). No entanto, esse mesmo miRNA
promoveu a osteogénese em células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de ratos
em scaffolds de hidroxiapatita, através da regulagdo positiva de Pkia (CAMP-
dependent protein kinase inhibitor alpha) (Deng et al., 2022). Além disso, o0 miR-129-
5p foi associado a efeitos anti-inflamatérios pela inibicdo de Ddx3x (DEAD-box
helicase 3 X-linked) e Hmgb1 (Cheng et al., 2022; Xiao et al., 2019). E interessante
notar que o miR-672-5p nao foi previamente associado a homeostase periodontal,
mas estudos demonstraram seu efeito na promogao da osteogénese in vitro e na
prevencao da osteopenia induzida por ovariectomia (Ahmad et al., 2019), além de
seus efeitos anti-inflamatdrios durante o reparo de lesdes na medula espinhal (Zhou
et al., 2022).

Com base na analise de enriquecimento, previu-se um aumento na sinalizagao
de FoxO no grupo SHR Controle em comparagao ao grupo Wistar Controle, uma via
downstream da via de MAPK, e associada a varios processos celulares, como
metabolismo, resposta ao estresse oxidativo e apoptose (Eijkelenboom & Burgering,
2013), alguns dos quais também foram observados nos resultados de enriquecimento
de GO. A regulagao positiva do FoxO ja foi associada ao aumento da massa éssea e
a inibicdo da osteoclastogénese (Ambrogini et al., 2010; Tan et al., 2015). Além disso,
a via FoxO medeia a resposta dos osteoblastos a espécies reativas de oxigénio,
desviando a B-catenina da via candnica de Wnt e inibindo a osteogénese (Almeida et
al., 2007).

Das vias previstas como negativamente reguladas, identificamos os SNAREs

(soluble NSF attachment protein receptors), que sao expressos nos tecidos
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periodontais, embora foram principalmente associados a inervagcédo da polpa dental
(Honma et al., 2010). Esses componentes sao importantes nas vias secretérias e ja
foram propostos como possiveis alvos terapéuticos para doencas inflamatdrias
(Collins et al., 2015; Woska & Gillespie, 2012). Embora o papel dos SNAREs na
homeostase 6ssea nao tenha sido amplamente estudado, eles desempenham um
papel importante na comunicagao célula-célula e na secrecao da matriz extracelular
em osteoblastos (Kawai et al., 2017; Prele et al., 2003) e atividade de osteoclastos
(Zhao et al., 2008). Estudos adicionais sao necessarios para entender o papel
especifico do FoxO e dos SNAREs na homeostase dssea alveolar, mas nossos dados
sugerem uma regulagao mediada por miRNA desses componentes no SHR, o que
pode estar relacionado a maior susceptibilidade destes animais a prejuizos
periodontais.

Em seguida, avaliamos o perfil de DEmiRs em ratos Wistar e SHR apés a
inducédo da DP e notamos um padrao de expressdo de miRNA distinto entre os dois
modelos. Em particular, observamos uma expressao elevada do miR-125a-5p nas
mandibulas, mas com downregulagdo nos Wistar com DP e upregulagdo nos SHR
com DP. Estudos anteriores demonstraram que a inibicado do miR-125a-5p resulta no
aumento da osteoclastogénese em células RAW 264.7 (mondcitos de medula de
camundongos), através da regulacao positiva do receptor de TNF (TNFRSF1B, TNF
receptor superfamily member 1B) (Sun et al., 2019). Além disso, 0 aumento da
expressao do miR-125a-5p induzido pelo estresse oxidativo inibiu a diferenciagao
osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano
(Ye et al., 2021). Esses achados sao consistentes com estudos que associaram o
miR-125a-5p a inflamac&o gengival (Stoecklin-Wasmer et al., 2012) e a sua

upregulacdo no ligamento periodontal de pacientes submetidos a tratamento
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ortoddntico, sugerindo seu papel na polarizagdo de macréfagos M2 in vitro e no
processo de reparo tecidual (He et al., 2021).

De maneira interessante, nenhum miRNA upregulado foi compartilhado entre
as comparagdes nos ratos Wistar e SHR com DP, enquanto apenas cinco miRNAs
foram inibidos em ambos os modelos (miR-206-3p, miR-133ab-3p, miR-133a-5p e
miR-1-3p), os quais também apresentaram uma diferencga significativa de fold change.
O miR-206-3p ja foi amplamente associado ao tecido muscular esquelético, mas sua
relacdo com a DP ainda nao foi explorada. No entanto, estudos demonstraram que o
silenciamento do miR-206-3p in vitro inibiu a osteogénese em células
osteoprogenitoras da mandibula de camundongos, através da modulagao de Wtn3,
aléem de aumentar a osteoclastogénese em células RAW 264.7, por meio da
modulagao de NFATc1 (Guo et al., 2021). Além disso, a inibigao in vivo do miR-1-3p
(que pertence a mesma familia do miR-206-3p) resultou na redugdo da densidade
mineral 6ssea e aumento do numero de células TRAP-positivas nos fémures de
camundongos (Gu et al., 2020). Esses achados sugerem um potencial papel desses
miRNAs na regulacdo da homeostase déssea e podem contribuir para melhor
compreensao da DP no modelo SHR.

A familia do miR-133 (incluindo o miR-133-ab-3p) foi demonstrada como
moduladora direta do gene Runx2 (Zhang et al.,, 2011), sendo considerada um
regulador negativo da osteogénese, além de apresentar um efeito pré-
osteoclastogénico (Li et al., 2018). De maneira interessante, estudos mostraram que
a familia miR-133 & upregulada no fémur, mas downregulada na mandibula de
camundongas com osteoporose induzida por ovariectomia (An et al., 2014; Hao et al.,
2016). Além disso, o silenciamento do miR-133a inibiu a osteogénese em células

MCT3T (osteoblastos de calvaria de camundongo) e aumentou a osteoclastogénese
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em macroéfagos derivados da medula 6ssea de camundongos (Zhou et al., 2021). A
funcdo do miR-133 na homeostase 6ssea a partir de relatos da literatura ainda é
conflitante mas, até o momento, ndo foram estabelecidas associacdes diretas entre
esse MiRNA e a DP. Nossos dados sugerem a possivel participagao desses miRNAs
na perda Ossea alveolar, o que ressalta a necessidade de investigagdes adicionais
para compreender seu papel nesse contexto especifico.

A anadlise de enriquecimento de vias previstas revelou algumas diferencas
interessantes entre os ratos Wistar e SHR com DP. Foi observado que a sinalizagao
do FoxO seria downregulada nos dois modelos, sugerindo um possivel mecanismo
envolvido na DP. No entanto, foi notavel que nos SHR Controle, essa via foi a principal
enriquecida como upregulada, a partir dos miRNAs downregulado, o que sugere sua
participacao nos prejuizos periodontais no rato hipertenso, porém estudos adicionais
ainda sao necessarios para melhor compreender melhor a regulagao da via FoxO na
DP e como os miRNAs podem estar envolvidos nesse processo.

Os ratos Wistar com DP apresentaram upregulagdo de vias metabdlicas
relacionadas & resposta imune, o que ndo foi observado nos SHR. E importante
ressaltar que o grupo Wistar mostrou um numero maior de termos enriquecidos,
devido a identificacdo de mais DEmiRs e, consequentemente, uma lista maior de
genes alvo previstos. Ainda assim, esses dados sugerem que pode haver um controle
alterado mediado por miRNA da resposta inflamatéria nos ratos SHR com DP.

Apesar de nao termos encontrado muitos miRNA compartilhados nos Wistar e
SHR com DP, ¢ interessante notar que alguns miRNA foram regulados de maneira
oposta, como 0 miR-141-3p, miR-200c-3p € miR-429 (downregulados em Wistar com
DP e upregulados em SHR com DP), que foram previamente associados a DP. A

superexpressao do miR-141-3p demonstrou ser capaz de reverter parcialmente a
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inibicdo da osteogénese induzida por LPS em células do ligamento periodontal
humano, por meio da modulagédo de Ezh2 (Jin et al., 2020; Zhu & Xiong, 2022). Além
disso, foi observado que a superexpressao do miR-141-3p preveniu parcialmente a
osteopenia induzida por ovariectomia em mandibulas de ratas (Liu & Guo, 2020). No
entanto, em estudos in vitro com células mesenquimais humanas derivadas de medula
0ssea, o miR-141-3p inibiu a osteogénese por meio da modulagao de Sirt1 (Zhou et
al., 2023).

Quanto ao miR-200c-3p, sua superexpressdo reduziu a produgdo de
mediadores inflamatérios em fibroblastos gengivais estimulados por LPS e no tecido
gengival in vivo (Akkouch, Zhu, et al., 2019). Além disso, sua superexpressao foi capaz
de reduzir a perda dssea alveolar em ratos, por meio da modulacédo de IFRD1
(Akkouch, Zhu, et al., 2019). Ademais, o miR-429, que pertence a mesma familia do
miR-200, inibiu a producédo de IL-8 em células Ca9-22, por meio da modulacédo de
IKKB (Kawasaki & Amano, 2021). Esses resultados sugerem que os miR-141-3p, miR-
200c-3p e miR-429 desempenham papéis complexos na regulagao da osteogénese e
inflamacéo na DP, com efeitos divergentes dependendo do contexto celular e das vias
de sinalizagao envolvidas, mas nossos dados reforgcam sua relevancia na patogénese
da DP.

De maneira interessante, ao avaliar as interacdes miRNA-mRNA validadas, os
miR-141-3p, miR-200c-3p e MiR-429 modulam os fatores de transcricdo Zeb 1 e 2
(zinc finger E-box-binding homeobox 1/2). Feng et al. (2018) mostraram que a inibi¢ao
de Zeb2 mediada pelos miR-138 e miR-145 suprimiu a sinalizagdo Wnt/B-catenina,
inibindo a osteogénese in vitro de células mesenquimais da medula 6ssea humana.
Além disso, camundongos deficientes de Zeb1 apresentam menor massa oéssea,

associada a maior atividade de osteoclastos (Zhu et al., 2023). Estas evidencias
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sugerem possiveis mecanismos mediados por miRNAs associados a maior perda
ossea nos SHR com DP.

O miR-96-5p e 0 miR-296, que apresentaram regulagdo oposta nos modelos
Wistar e SHR com DP, n&o foram previamente associados a DP, mas ha evidéncias
sobre seus papeis na inflamagdo e no metabolismo 6sseo. O miR-96-5p foi
identificado como um supressor tumoral, inibindo a proliferagdo e migragao de células
de osteossarcoma in vitro, por meio da modulagao de SYK (spleen associated tyrosine
kinase) (T. Wang et al., 2021). Estudos em camundongos deficientes de Syk
demonstraram um prejuizo na fungao de osteoclastos, devido a desestabilizacdo do
citoesqueleto, resultando em um fenétipo de maior massa 6ssea (Zou et al., 2007).
Entretanto, o silenciamento do miR-96-5p inibiu a osteoclastogénese in vitro pela
modulagdo de Abcal, enquanto sua superexpressao resultou em um pequeno
aumento na formacao de osteoclastos (T. Wang et al., 2022). Além disso, 0 miR-96-
5p promoveu a osteogénese em células MC3T3-E1, pela modulagdo de HBEGF
(heparin binding EGF like growth factor) e inibi¢do da sinalizacdo de EGFR (epidermal
growth factor receptor) (Yang et al., 2014), assim como a osteogénese de células
mesenquimais derivadas de medula 6ssea humana, pela modulagdo de PIK3R1
(phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1) e inibi¢ado da sinalizagéo de PI3K-Akt
(Li et al., 2020). No entanto, o miR-96-5p foi associado ao comprometimento 6sseo
no envelhecimento e inibiu a osteogénese de células-tronco mesenquimais de medula
0ssea humana in vitro pela modulagao direta de Osterix (Liu et al., 2018). Além disso,
niveis circulantes de miR-96-5p em pacientes jovens com escoliose idiopatica foram
correlacionados com baixa densidade 6ssea, sugerindo como um biomarcador de

progndstico clinico (Chen et al., 2022).
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Quanto ao miR-296, sua superexpressao promoveu a osteogénese em ceélulas
osteoblasticas fetais humanas (Yu et al., 2020) e reverteu a inibicdo de marcadores
de autofagia induzido por alta concentracéo de fluor em células ameloblasticas (Luo
et al., 2022). Além disso, 0 miR-296 pode ter um efeito anti-inflamatoério pela
modulacao de IKBKE (inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit epsilon), um
ativador da via NF-kB (Patel et al., 2015; Robson et al., 2012). Essas evidéncias
destacam o potencial envolvimento do miR-96-5p e do miR-296 na regulagcdo do
metabolismo &ésseo e resposta inflamatéria, mas € importante ressaltar que essas
observacgodes foram feitas em diferentes contextos e modelos experimentais, e o papel

especifico desses miRNAs na DP ainda precisa ser investigado.

5. CONLUSAO

Nossos resultados destacam um perfil distinto de expressdo de miRNAs
associado a DP nos ratos SHR. Ademais, a regulacdo diferencial de vias de
sinalizagdo e processos biolégicos previstas pode ajudar a explicar a maior
reabsorcao 6ssea alveolar induzida pela DP nos animais hipertensos. Ao analisar o
osso mandibular, ao invés dos tecidos moles do periodonto, fomos capazes de
identificar miRNAs ainda n&o associados a homeostase ou doenga periodontal,
possivelmente diretamente relacionados ao metabolismo ésseo na mandibula, que
podem ser de interesse para pesquisas futuras como biomarcadores e alvos

terapéuticos.
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EFEITO DO HSA-MIR-127-3P NA DIFERENCIAGAO OSTEOGENICA DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA

HUMANA

Neste Capitulo 3, é apresentado o estudo funcional do miR-127-3p na
diferenciacdo osteogénica de células osteoprogenitoras humanas (dados nao
publicados), realizado no Departamento de Cirurgia Ortopédica, da Faculdade de
Medicina da Universidade de Washington em St. Louis, sob supervisdo da Professora
Titular Audrey McAlinden.

RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) desempenham um importante papel na regulagao
pos-transcricional da expressao génica, suprimindo simultaneamente a expressao de
multiplos RNAs mensageiros (MRNAs) e afetando varios processos celulares. A
regulacdo da diferenciacdo osteogénica é essencial para a manutencdo da
homeostase Ossea, que pode ser comprometida por desordens de diferentes
naturezas. O miR-127-3p foi anteriormente associado a condi¢cdes de perda dssea,
mas seus mecanismos na diferenciagéo osteogénica ainda nado foram completamente
elucidados. Portanto, nosso objetivo foi investigar os efeitos do silenciamento e
superexpressao do miR-127-3p na diferenciagao de células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea humana (hCTM), por meio da transfec¢ao de um inibidor e mimico de
MiRNA. Nossos resultados demonstraram que o silenciamento do miR-127-3p nao
afetou a osteogénese in vitro, enquanto sua superexpressao inibiu significativamente
a diferenciagao e mineralizagdo da matriz extracelular. Esta resposta foi parcialmente
explicada pelo efeito antiproliferativo do miR-127-3p, além da redugdo na expressao
de Osx e Bsp, possivelmente afetando o comprometimento fenotipico e a deposicao

mineral.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

O tecido 6sseo desempenha importantes fungbes mecanicas, metabdlicas,
endocrinas e hematopoiéticas, e sua integridade é mantida através da continua
remodelagao, pela atividade coordenada de osteoblastos e osteoclastos (Burr & Allen,
2019). Os osteoblastos, especificamente, sdo as células responsaveis pela formagéao
0ssea, realizando a deposi¢cao e mineralizagdo da matriz organica, o que € regulado
por diferentes fatores locais e sistémico (Siddiqui & Partridge, 2016).

A regulagdo da expressao génica € determinante para a dinamica do tecido
0sseo, e no controle da diferenciacdo de células osteoprogenitoras, incluindo o
comprometimento fenotipico, além da manutencdo de osteoblastos maduros. Os
microRNAs (miRNAs) funcionam como reguladores epigenéticos da expressao génica
a nivel pés-transcricional, e ja foram relacionados homeostase e desordens do tecido
0sseo (Hensley & McAlinden, 2021).

Resumidamente, miRNA primarios sao transcritos a partir do DNA e
processados ainda no nucleo em miRNAs precursores (pre-miRNAs), que sédo entao
transportados ao citoplasma onde sao processados em miRNAs maduros de fita
dupla. Uma das fitas (5p ou 3p) associa-se ao complexo de silenciamento induzido
por RNA (RISC, RNA-induced silencing complex) e, por complementariedade da
sequéncia seed (7-8 nucleotideos na regido 5 do miRNA), interagem com a regido 3'-
UTR (untranslated region) de RNAs mensageiros (MRNAs), resultando na degradagao
do mRNA ou na inibigdo da traducéo proteica (Treiber et al., 2012).

Devido a sua sequéncia curta, os miRNAs podem reconhecer diferentes
MRNAs e induzir efeitos associados a multiplas vias celulares (Bartel, 2009). Os
avangos nas tecnologias para identificar e modular sua expresséao in vitro e in vivo

tornaram os miRNAs uma opcéao atraentes para biomarcadores e alvos terapéuticos
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(Chakraborty et al., 2017; Hadjiargyrou & Komatsu, 2019; Komatsu et al., 2021), e
desta forma, a caracterizagao funcional de miRNAs é de grande relevancia.

Em nosso estudo anterior, descrevemos o perfil de miRNAs associados a perda
ossea alveolar induzida pela doenga periodontal em mandibulas de ratos, revelando
novos miRNAs potencialmente envolvidos no metabolismo 6sseo (capitulo 2 desta
tese, dados nao publicados). Para o presente estudo, selecionamos entre os miRNAs
diferencialmente expressos aqueles que apresentavam sequéncia homologa entre
ratos e humanos e cuja fungao no metabolismo 6sseo nao havia sido extensivamente
estudada. O miR-127-3p chamou atencéao, pois foi inibido apds inducéo de doencga
periodontal em ratos normotensos, mas nao em ratos hipertensos. Além disso, An et
al. (2014) demonstraram que o aumento da expressao plasmatica deste miRNA
estava associado a osteoporose por deficiéncia de estrogénio, e a superexpressao do
pre-mir-127 inibiu a fosfatase alcalina in vitro, sugerindo um efeito anti osteogénico.
Entretanto, os mecanismos de agcdo do miR-127-3p na diferenciagdo osteogénica e
efeitos na mineralizagao de matriz ndo foram esclarecidos.

O objetivo deste estudo foi entdo avaliar a fungdo do miR-127-3p na
diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas da medula

o0ssea humana (hCTM), e explorar os mecanismos relacionados ao seu efeito.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultura primaria de células-tronco mesenquimais derivadas da medula
6ssea humana (hCTM)

Trés linhagens de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 0ssea
humana (hCTM) de doadores do sexo masculino com idades entre 22 e 25 anos foram
adquiridas (Lonza Biosciences; Walkersville, MD, EUA). As células foram expandidas
em meio de cultura [DMEM baixa glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 50 I.U./mL e fator de crescimento

basico de fibroblasto (bFGF) 1 ng/ml].

2.2. Indugao da diferenciagao osteogénica

Para os ensaios de diferenciacédo osteogénica, as hCTMs foram semeadas em
placas de 24 pogos a 100000 células/pogo, e apds 24 horas a osteogénese foi
induzida pela adigdo do meio osteogénico (adMEM suplementado com 10% de SFB,
L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 50 I.U./mL, acido ascérbico 2-fosfato 50
MM, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 10 nM), mantido por 10 dias. A
diferenciacdo foi avaliada por coloragdo de fosfatase alcalina (ALP) no dia 7
(Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit, #86C; Sigma Aldrich; St Louis, MO, EUA) e
mineralizagdo da matriz no dia 10 (Alizarin Red S Staining Kit, #0223; ScienCell

Research Laboratories; Carlsbad, CA, EUA).

2.3. Silenciamento e superexpressao do hsa-miR-127-3p
Para superexpressar o miR-127-3p, as hCTM foram semeadas conforme

descrito e, apdés 24 horas, as culturas foram transfectadas com 30 nM do miRNA
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mimico mirVana® (#4464066; ID MC10400) ou Controle Negativo do Mimico
(#4464058). Para o silenciamento do miRNA, as hCTM foram transfectadas com 30
nM do inibidor de miRNA mirVana® (#4464084; ID MH10400) ou Controle Negativo
do Inibidor (#4464076), utilizando o reagente de transfecgao Lipofectamin RNAIMAX
(Invitrogen, #13778075), seguindo as instrugdes do fabricante. Apds 24 horas, o0 meio
osteogénico foi adicionado e mantido por 10 dias. O protocolo de transfeccao foi

determinado por um teste de concentragao-resposta.

2.4. Andlise da expressao do hsa-miR-127-3p

O RNA total foi isolado usando o Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp,
#17200; Thorold, ON, Canada), e a concentracdo de RNA foi determinada usando o
equipamento NonoDrop™ (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA). Para avaliar
a expressao do miRNA, foram utilizados 25 ng de RNA total para sintese do DNA
complementar, com o TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, #4366596; Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA), seguido da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), usando o TagMan™
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, #4304437) e os ensaios para hsa-
miR-127-3p (#000452) e Snord44 (#001094), seguindo as instrugdes do fabricante. A
expressao relativa do miRNA alvo foi determinada pelo método de Ct comparativo,

utilizando o Snord44 como gene constitutivo, e o grupo controle como referéncia.

2.5. Analise de proliferagao celular
Para avaliar a proliferagao celular, as hCTM foram semeadas em placas de 96
pocos a 10000 células/pogo, transfectadas com o 30 nM do miR-127-3p mimico,

inibidor ou respectivos controles negativos. Apdés 20 horas, o meio de cultura foi
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substituido pelo meio osteogénico e a proliferagao celular foi medida nos dias 0, 3, 7
e 10 pelo ensaio de incorporagcdo de bromodesoxiuridina (BrdU), com o BrdU Cell
Proliferation ELISA Kit (Abcam ab126556), seguindo o protocolo do fabricante. Os

dados foram obtidos (densidade 6ptica) em um espectrofotdmetro a 450 nm.

2.6. Analise da viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade celular, as hCTM foram semeadas em placas de 96
pocos, conforme descrito acima, e a viabilidade celular foi medida nos dias 0, 3, 7 e
10 utilizando o ensaio de captagao de vermelho neutro (Borenfreund & Puerner, 1985).
Resumidamente, o meio de cultura foi substituido por 0,2 mL de solu¢ao de vermelho
neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina) (50 pyg/mL em meio de
cultura sem SFB) e incubado por 2 horas. O sobrenadante foi removido, os pogos
foram lavados com formalina neutra tamponada a 4%, o corante foi extraido (0,3 mL
de solugdo de acido acético glacial a 1% e 50% de metanol), e os dados foram obtidos

(densidade 6ptica) em um espectrofotdmetro a 540 nm.

2.7. Analise do citoesqueleto de actina

Para analisar os filamentos de F-actina intracelulares, hCTM foram semeadas
em camara de 8 pogos (#354118; Corning, NY, EUA) em duas densidades: Densidade
regular (usada para ensaios de osteogénese) 43000 células/pogo, ou em baixa
densidade (para permitir melhor visualizagao de células) 5000 células/pogo. As células
foram transfectadas com o miR-127-3p mimico ou o controle negativo, como descrito,
e mantidas em meio osteogénico por 3 e 7 dias (densidade regular), ou 72 horas em
meio controle (baixa densidade). As células foram fixadas com formalina neutra

tamponada a 4% por 30 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS
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por 5 minutos, incubadas com BSA a 1% em PBS por 20 minutos e marcadas com o
reagente Phalloidin-iFluor 488 (Abcam, #ab176753; Cambridge, Reino Unido) por 1
hora. As laminas foram lavadas 3 vezes com PBS, preparadas com um meio de
montagem aquoso contendo DAPI e as imagens foram realizadas em microscopio de

fluorescéncia (excitacdo 493 nm e emissédo 517 nm).

2.8. Andlise da expressao génica de marcadores osteogénicos

O RNA total foi isolado e quantificado como descrito anteriormente, e para
sintese do cDNA, 300 ng foram utilizados para sintese do cDNA com o High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, #4368814), seguindo as
instrugdes do fabricante. A qPCR foi realizada usando o SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, #4309155), com os seguintes primers: fator de transcricao
2 relacionado a runt (Runx2; fwd: CATCACTGTCCTTTGGGAGTAG, rev:
ATGTCAAAGGCTGTCTGTAGG), fator de transcrigdo Sp7/Osterix (Osx; fwd:

CCTCTGCGGGACTCAACAAC, rev: TAAAGGGGGCTGGATAAGCAT), colageno

tipo | alfa 1 (Col1a?l; fwd: GGCAATAGCAGGTTCACGTACA, rev:
CGATAACAGTCTTGCCCCACTT), Osteopontina (Opn; fwd:
CATATGATGGCCGAGGTGATAG : rev: AGGTGATGTCCTCGTCTGTA),

Osteocalcina (Ocn; fwd: AGGAGGGCAGCGAGGTAG, rev: GAAAGCCGATGTGGT
CAGC), Sialoproteina éssea (Bsp; fwd: TGCTACAACACTGGGCTATGGA, rev: CTTC
TTGGGAAGCTGGATTGC), e prolil isomerase (Ppia, fwd: TCCTGGC
ATCTTGTCCATG, rev: CCATCCAACCACTCAGTCTTG). A expressao relativa dos
alvos foi determinada pelo método de Ct comparativo, utilizando Ppia como gene

constitutivo, e o grupo controle como referéncia.
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2.9. Andlise da expressao proteica BCL6 por western blot

Para coleta das amostras de proteina, as hCTM foram semeadas em placas de
6 pocgos, e os tratamento foram conduzidos respeitando as propor¢des dos
experimentos anteriores. Os lisados foram preparados com tampao RIPA (Cell
Signaling Technology, #9806; Danvers, MA, EUA) suplementado com inibidores de
protease (cOmplet©; Roche Diagnostics, #11697498001; Mannheim, Alemanha) e a
concentracéo de proteinas foi determinada por ensaio de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay kit, #500000; Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, EUA). As amostras (20 mg
de proteina) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-sédio dodecil
sulfato e transferidas para uma membrana de polivinilideno difluoreto (PVDF). As
membranas foram bloqueadas com o Intercept (TBS) Blocking Buffer (LI-COR
Biosciences, #927-60001; Lincoln, NE, EUA), e os western blots foram realizados com
os anticorpos primarios anti-B-actina (1:50000; ABclonal, #AC026; Wuhan, Hubei,
China) e anti-BCL6 (1:500; ABclonal, #A7173), e anticorpo secundario conjugados a
fluoréforo (1:10000; IRDye® 680RD; LI-COR Biosciences, #926-68071). As bandas
foram digitalizadas no sistema de imagem LI-COR Odyssey Imager (LI-COR
Biosciences) e quantificadas no software Fiji (Schindelin et al., 2012). A quantidade
da proteina alvo foi normalizada com [(-actina, e os dados expressos como fold-

change em relagédo ao grupo controle.

2.10. Andlise estatistica

Foram conduzidos trés experimentos independentes (hCTM de diferentes
doadores) e a replicatas mostraram o mesmo perfil de resposta. Os dados
representativos sdo apresentados como médias + desvio padrao de um experimento

(n=3). A distribuicdo normal dos dados foi analisada com teste de Shapiro-Wilk, e as
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diferengas estatisticas foram determinadas por teste ANOVA de um fator, seguido de
teste post hoc de Dunnett, no GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). As diferengas significativas sao apresentadas como *p < 0,05; **p <

0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

3. RESULTADOS

3.1. A expressao do miR-127-3p ndo é modulada durante a diferenciagcao
osteogénica

Inicialmente validamos a expressdo endogena do hsa-miR-127-3p e 5p durante
a osteogénese de hCTM in vitro. Como esperado, a abundancia do miR-127-3p, em
relacéo ao controle endégeno Snord44, foi significativamente maior do que a do miR-
127-5p (Figura 3-1A). Porém, ndo observarmos diferencas significativa ao longo da
diferenciagao.

Posteriormente, para determinar o protocolo de transfecgcdo do mimico/inibidor
de miRNA, testamos diferentes concentracbes destes no modelo proposto. A
concentracado de 30 nM apresentou a maior inibicdo ou superexpressio, enquanto os
controles negativos ndo alteraram a expressao basal do miRNA de interesse (Figura
3-1B e D). Além disso, os reagentes de transfeccdo ndo causaram alteragbes

significativas na morfologia celular (Figura 3-1C e E).
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Figura 3- 1. Expressdo do miR-127-3p e miR-127-5p in vitro. (A) RT-qPCR do miR-
127-3p e miR-127-5p nos dias 0, 7 e 10 da diferenciagcdo osteogénica de hCTM,;
grafico representa a médiatSD da abundancia relativa ao Snord44 (n=3). (B-C)
Silenciamento do miR-127-3p com diferentes concentragdes do inibidor e imagens
representativas das culturas 48 horas apdés a transfeccdo (n=1); (D-E)
Superexpressao do miR-127-3p com diferentes concentragdes do mimico e imagens
representativas das culturas 48 horas apoés a transfecgao (n=1).
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3.2. Silenciamento do miR-127-3p nao afetou a osteogénese em hCTM

O silenciamento do miR-127-3p foi confirmado ao longo da diferenciagao
(Figura 3-3A), porém nao observamos diferencas na coloragao de fosfatase alcalina
(Figura 3-3B e C), ou na mineralizagdo (Figura 3-2D e E), comparado ao controle
negativo (CN). A expressao génica dos marcadores osteogénicos Runx2, Osx e
Col1a1 também néo foi alterada pelo silenciamento do miR-127-3p (Figura 3-2F, G e
H). Esses dados sugerem que a inibicdo do miR-127-3p n&o afeta significativamente
a diferenciacao osteogénica, embora ndo possamos descartar um possivel efeito em

modelo in vitro diferente ou mesmo um possivel efeito in vivo.
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Figura 3- 2. Silenciamento do miR-127-3p durante a osteogénese de hCTM. (A)
RT-gPCR para miR-127-3p, (B-C) Coloracéo de fosfatase alcalina e quantificagdo da
area corada no dia 7; (D-E) Coloragado de Vermelho de Alizarina e quantificagéo da
area corada no dia 10; RT-gPCR para (F) Runx2, (G) Osx e (H) Col1a1 durante a
osteogénese de hCTM. Graficos representam a média + SD (n=3) e diferengas
estatisticas s&o indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001,
comparando NT (nao transfectado) vs. CN (controle negativo) e NC vs. inibidor.
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3.3. Superexpressao do miR-127-3p inibe a mineralizagdao de hCTM

Em seguida, o miR-127-3p foi superexpresso em hCTM ao longo da
osteogénese (Figura 3-3A) e observamos uma redugao significativa na coloragao de
fosfatase alcalina no dia 7 (Figura 3-3B e C) e na mineralizagdo no dia 10 (Figura 3-

3D e E), comparado ao CN, sugerindo um efeito inibitério na osteogénese de hCTM.

3.4. Efeito do hsa-miR-127-3p na proliferagao celular

Ao observar a inibicdo da osteogénese, avaliamos um possivel efeito do miR-
127-3p na proliferacéo e viabilidade celular, que pudesse explicar esta resposta. O
ensaio de incorporagao de BrdU mostrou uma reducéao da proliferacdo, mais evidente
nos dias 3 e 7 (Figura 3-3F), o que poderia explicar, em parte, os efeitos observados
na fosfatase alcalina e mineralizagdo. Também analisamos a viabilidade celular pelo
ensaio de captagao de vermelho neutro, e que mostrou redugdes significativas nos
dias 3 e 7 no grupo miR-1227-3p mimico, comparado ao CN (Figura 3-3G), o que

provavelmente reflete a menor proliferacdo observada neste grupo (Figura 3-3G).
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Figura 3- 3. Superexpressao do miR-127-3p durante a osteogénese de hCTM. (a)
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area corada no dia 7; (D-E) Coloragado de Vermelho de Alizarina e quantificagéo da
area corada no dia 10; (F) Incorporagao de BrdU e (G) captagao de vermelho neutro
em hCTM ao longo da diferenciagao. Graficos representam a média £ SD (n=3) e
diferencas estatisticas sdo indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
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3.5. Superexpressao do miR-127-3p nao afeta a organizagao do citoesqueleto
em hCTM

Para investigar o efeito do miR-127-3p na organizagdo do citoesqueleto
realizamos a marcagcdao com faloidina. Nas hCTMs em baixa densidade néo
identificamos alteragbes significativas na distribuicdo de F-actina 72 horas pos-
transfecgao (Figura 3-4A). Também realizamos a analise em densidade regular nos
dias 3 e 7, para evidenciar um possivel efeito durante a osteogénese (Figura 3-4b).
Novamente ndo observamos diferengas significativas que pudessem explicar a
inibicdo na mineralizagao, sugerindo que, apesar de inibir a proliferagao celular, o miR-

127-3p nao altera a organizagao de F-actina neste modelo.
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3.6. Superexpressdao do miR-127-3p altera a expressao de marcadores
osteogénicos

Para melhor compreender os efeitos do miR-127-3p na inibigcdo da osteogénese
em hCTMs, analisamos a expressao génica de marcadores osteogénicos por RT-
gPCR (Figura 3-5). O miR-127-3p levou a uma pequena redugédo de Runx2 nos dias
0 e 7, mas observamos uma reduc¢ao significativa de Osx, nos dias 7 e 10 (Figura 3-
5a e 3-1b), comparado ao CN. A expressao de Col1a1 nao teve alteragao significativa
(Figura 3-5¢) e observamos um pequeno aumento na expressao de Opn e Ocn (Figura
3-5d e 3-1e). A expressao de Bsp, entretanto, foi significativamente reduzida nos dias

7 e 10 (Figura 3-5f).

3.7. BCL6 nao esta envolvida nos efeitos do miR-127-3p na osteogénese de
hCTM

Avaliamos a expressao da proteina BCL6, por ser um dos alvos validados do
miR-127-3p, com o objetivo de identificar o mecanismo de ac&o deste miRNA no
modelo proposto. N&do observamos alteragdes significativas na expressao de BLC6
durante a diferenciagédo de hCTM (grupo nao transfectado), ou com a superexpressao
do miR-127-3p (Figura 3-5H). Apesar de observarmos uma pequena redugéo de BCL6
no dia 10, sua expresséo se manteve inalterada nos dias 0 e 7, sugerindo ndo ser esta

a principal via regulada pelo miR-127-3p.
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Figura 3- 5. Expressdao génica de marcadores osteogénicos e BCL6 durante
osteogénese de hCTM. RT-gPCR para (A) Runx2, (B) Osx, (C) Col1a1, (D) Opn, (E)
Ocn e (F) Bsp. Graficos representam a médias + SD (n=3) e as diferengas sao
indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001, comparando NT vs. CN
e CN vs. mimico. (H) BCL6 normalizado por B-actina, relativo ao dO-NT;
Representativo de trés experimentos independentes.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, nosso objetivo foi estudar o efeito do miR-127-3p na
osteogénese in vitro de hCTM, tendo este sido identificado em estudos anteriores
associado a alteragbes Osseas induzidas por inflamagao (capitulo 2 desta tese), e
osteoporose induzida por deficiéncia de estrogénio (An et al., 2014), entretanto seus
mecanismos de agao na diferenciagao osteogénica ainda nao foram completamente
elucidados.

O silenciamento do miR-127-3p nao teve efeitos significativos na osteogénese
de hCTM, mas ressaltamos que sua expressao também nao apresentou alteragdes
significativas durante a diferenciagdo. Ainda assim, ndo podemos descartar a
possibilidade de um efeito na diferenciacéo osteogénica de outros precursores, como
pré-osteoblastos de calvaria ou células do ligamento periodontal, ou em um contexto
in vivo.

Por outro lado, a superexpressdo do miR-127-3p inibiu significativamente a
diferenciacao osteogénica de hCTM, evidenciada pela reducéo da fosfatase alcalina
€ a mineralizagdo de matriz. A partir disso, exploramos possiveis mecanismos
celulares que poderiam explicar este efeito. Estudos anteriores descreveram um efeito
inibitério do miR-127-3p na proliferagdo de células neoplasicas (Bi et al., 2016; Chen
et al., 2013; Pan et al., 2012). Um efeito antiproliferativo também foi observado em
nossos resultados, o que poderia contribuir, em parte, para os efeitos inibitérios na
osteogénese, devido a alteragdo nos mecanismos de sobrevivéncia e ciclo celular,
importantes para o comprometimento fenotipico durante a diferenciagao (Feng et al.,
2022).

A organizagdo do citoesqueleto € um importante processo durante a

diferenciacao, contribuindo com a adesao e migragao celular (Rodriguez et al., 2004).
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H. Jiang et al. (2014) demostraram que o miR-127-3p afeta a remodelagédo do
citoesqueleto de actina em células de glioblastoma, pela modulagdo do SEPTY.
Entretanto, ndo foram observadas alteragdes significativas no citoesqueleto apés a
superexpressao do miR-127-3p em hCTM, sugerindo que esse mecanismo nao esta
relacionado a inibicao da diferenciacao osteogénica em nosso modelo.

Marcadores osteogénicos sao uteis para avaliar diferentes fases da
diferenciagao, e nossos dados demonstraram que a superexpressao do miR-127-3p
resultou em uma pequena redugdo na expressao de Runx2, mas uma redugao
significativa de Osx, que sao fatores de transcricdo essenciais para o
comprometimento e manutencdo do fendtipo osteoblastico (Komori et al.,, 1997;
Nakashima et al., 2002). Col1a1 e Opn, desempenham funcbes relacionadas a
deposicdo e organizagao da matriz extracelular, mas estes nao apresentaram
alteracdes significativas que pudessem explicar a magnitude da inibicdo da
mineralizagao. Por outro lado, a expressao de Bsp, que esta diretamente envolvida na
regulacdo da deposicdo de hidroxiapatita (Hunter & Goldberg, 1993), foi
significativamente reduzida pela superexpressdao do miR-127-3p. Esses dados
sugerem a participagado do miR-127-3p na regulagdo do comprometimento fenotipico
osteoblastico, assim como na deposicao mineral, o que em parte explica a resposta
observada.

Os miRNAs desempenham um papel importante na regulagdo de varios
MRNAs, permitindo a modulacao de diferentes processos celulares. A literatura relata
a Bcl6, um repressor transcricional, como um dos alvos do miR-127-3p (Saito et al.,
2006). Além disso, a BCL6 ja foi associado a proliferacao celular, e diferenciagcéo
osteogénica, pela modulacéo indireta de Runx2 (Chen et al., 2013; Fujie et al., 2015).

Entretanto, ndo observamos uma repressao significativa de Bcl6 pelo miR-127-3p em
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nosso modelo. S&0 necessarios estudos adicionais para elucidar o exato mecanismo

de agao e os alvos diretos do miR-127-3p durante a osteogénese de hCTM.

5. CONCLUSAO

A partir dos nossos resultados, evidenciamos o efeito inibitério do miR-127-3p
na diferenciacdo osteogénica e mineralizacao in vitro de células-tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea humana (hCTM), em partes, explicado pela inibicdo da
proliferagcdo e menor expressao génica de Osx e Bsp. Sao necessarios mais estudos
para elucidar os alvos diretos do miR-127-3p neste modelo, mas nosso trabalho

contribui para a compreensao dos efeitos do miR-127-3p na osteogénese.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A doenga periodontal (DP) € uma condigéo infeto-inflamatoria que resulta
na deterioracdo dos tecidos periodontais Sua progressao pode ser agravada
quando associada a comorbidades como a hipertensdo, aumentando o risco de
perda dentaria e afetando negativamente a qualidade de vida e a saude
sistémica dos individuos afetados. Embora a DP seja altamente prevalente
globalmente, seus impactos s&o especialmente significativos em populagdes
socioeconomicamente desfavorecidas, frequentemente relacionados a mas
condicbes de vida, desinformacdo e acesso precario a cuidados médicos e
odontoldgicos basicos.

A fim de evidenciar possiveis mecanismos envolvidos na progressao da
DP, nossos objetivos foram investigar a participagdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) e dos microRNAs (miRNAs) na perda éssea alveolar
induzida pela DP associada a condigao hipertensiva. Para isso, utilizando como
modelo os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), que apresentam
caracteristicas similares a hipertensao essencial humana, além de prejuizos na
homeostase 6ssea.

Os resultados apresentados no Capitulo 1 demonstraram uma
participagédo significativa do SRA na perda éssea alveolar induzida pela DP.
Observamos um efeito protetor do telmisartan na perda dssea, associado a
inibicdo do receptor Agt1r e ao aumento do receptor Agt2r. Isso foi acompanhado
pela reducdo da resposta inflamatoéria e dos marcadores de osteoclastos tanto
em SHR quanto em ratos normotensos (Wistar). No entanto, a modulagao do

SRA na mandibula induzida pela DP foi semelhante entre os modelos, sugerindo



157

que esse nao é o principal mecanismo responsavel pelo aumento da perda 6ssea
nos ratos hipertensos. Apesar disso, nossos dados levantam preocupacdes em
relacdo as abordagens clinicas no tratamento periodontal em pacientes
hipertensos, haja visto ndo haver um consenso sobre o impacto da hipertensao
na saude periodontal, como ja € bem estabelecido para outras doengas
sistémicas, como diabetes e osteoporose.

Em seguida, no Capitulo 2, mostramos um perfil distinto de miRNAs
expressos na mandibula dos SHR, sugerindo alteragdes intrinsecas
possivelmente associadas a uma maior susceptibilidade a perda dssea alveolar.
Além disso, observamos que muitos miRNAs foram modulados de maneira
oposta pela DP nos grupos SHR e Wistar, como, por exemplo, miR-96-5p, miR-
141-3p, miR-34c-3p, MmiR-183-5p, miR-182, miR-369-5p, miR-429 (aumentados
nos SHR com DP, enquanto diminuidos nos Wistar com DP) e miR-297
(diminuido nos SHR com DP, enquanto aumentado nos Wistar com DP).

De maneiro interessante, entre os miRNAs diferencialmente expressos,
identificamos alguns que n&o haviam sido previamente associados a
homeostase ou a doenca periodontal, como miR-96-5p e miR-297. Esses
achados reforgam a importancia dos miRNAs como reguladores-chave na DP e
fornecem informagdes que podem orientar pesquisas futuras, com potencial para
novas abordagens terapéuticas ou diagndsticas para a perda éssea alveolar,
bem como para outras desordens do tecido 6sseo associadas a inflamacgéo.

A aplicagdo dos miRNAs em investigagdes translacionais requer a
validagdo funcional desses mMiRNAs nos tecidos-alvo. Nesse contexto,
escolhemos um miRNA de interesse, o miR-127-3p, que apresentou uma

expressdo diminuida na mandibula dos Wistar com DP e cujas fun¢des na
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diferenciacdo de células osteoprogenitoras ainda ndo haviam sido
completamente elucidadas. No Capitulo 3, demonstramos que a superexpressao
do miR-127-3p inibiu a osteogénese de células-tronco mesenquimais da medula
6ssea humana in vitro. E importante ressaltar que sdo necessarios estudos
adicionais para validar os efeitos in vivo, e embora tenha havido avancgos
promissores nas tecnologias para a aplicagdo dos miRNAs, ainda ndo sao uma
realidade pratica. A otimizagdo dos sistemas de entrega in vivo ainda € um
desafio, além de ser necessario um maior entendimento dos possiveis efeitos
sistémicos e off-target dessas moléculas. No entanto, nossos dados contribuem
para a compreensao da funcdo do miR-127-3p nos osteoblastos.

Em conclusao, os resultados deste estudo contribuem para uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na progressao da doenga periodontal
no contexto da hipertensdo. Ao investigar os mecanismos subjacentes a perda
Ossea alveolar e a interagao entre a doenca periodontal e a hipertensao, abrimos
portas para abordagens translacionais inovadoras. A identificagdo de miRNAs
diferencialmente expressos na mandibula, juntamente com o entendimento de
sua fungao no tecido 6sseo, oferece oportunidades para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e diagnosticas direcionadas ao tratamento periodontal
e sistémico. Com base nesse trabalho, esperamos que pesquisas futuras
avancem em estratégias para a manutencéo e recuperagdo da saude bucal e

sistémica da populagao.
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Formato Hibrido — no Anfiteatro do CAOE

COMISSAO EXAMINADORA
1.9 EXAMINADOR: FLAVIA LOMBARDI LOPES (Secretdria), Pesquisadora do Departamento de
Apoio, Produgdo e Saude Animal, da Faculdade de Medicina Veterindria do
Campus de Aracatuba/UNESP.

29 EXAMINADOR: WILLIAN FERNANDO ZAMBUZZI, Professor Associade do Departamento de
Ciéncias Quimicas e Bioldgicas, Disciplina de Bioquimica,do Instituto de
Biociéncias do Campus de Botucatu/UNESP;

3.2 EXAMINADOR: JONI AUGUSTO CIRELLI, Professor Associado do Departamento de Diagndstico
e Cirurgia, Disciplina de Periodontia, da Faculdade de Odontologia do Campus
de Araraquara/UNESP;

4.9 EXAMINADOR: CARLOS FERREIRA DOS SANTOS, Professor Titular do Departamento de
Ciéncias Biolégicas, Disciplina de Farmacologia, da Faculdade de Odontologia
do Campus de Bauru, da Universidade de S3o Paulo/USP;

5.9 EXAMINADOR: SANDRA HELENA PENHA DE OLIVEIRA (Presidente), Professora Titular do
Departamento de Ciéncias Basicas, da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aracatuba/UNESP.

Aragatuba, 23 de junho de 2023.

FLAVIA LOMBARDI YOPES

1.2 Examinador

por videoconferéncia
WILLIAN FERNANDO ZAMBUZZ|
2.° Examinador
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3.° Examinador

por videoconferéncia
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4.° Examinador
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ANEXO 4 - ATA DE DEFESA PUBLICA DE TESE DE DOUTORADO

avav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

Campus de Aragatuba

ATA N°__20

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE VICTOR GUSTAVO BALERA BRITO,
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO MULTICENTRICO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS, DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA - CAMPUS DE ARAGATUBA.

Aos 23 dias do més de junho do ano de 2023, as 14:00 horas, por meio de Videoconferéncia, realizou-
se a defesa de TESE DE DOUTORADO de VICTOR GUSTAVO BALERA BRITO, intitulada
Mecanismos envolvidos na perda dssea alveolar induzida pela doencga periodontal em ratos
espontaneamente hipertensos: Papel do sistema renina-angiotensina e microRNAs. A Comissao
Examinadora foi constituida pelos seguintes membros: Profa. Titular SANDRA HELENA PENHA DE
OLIVEIRA (Orientador(a) - Participagdo Presencial) do(a) Departamento de Ciencias Basicas /
Faculdade de Odontologia de AracatubaUNESP, Pesquisadora FLAVIA LOMBARDI LOPES
(Participagao Presencial) do(a) Departamento de Producéo e Saude Animal / Faculdade de Medicina
Veterinaria - Campus de Aragatuba/UNESP, Prof.Dr. JONI AUGUSTO CIRELLI (Participagao Virtual)
do(a) Departamento de Diagnéstico e Cirurgia / Facudade de Odontologia Campus de Araraquara da
UNESP, Prof. Dr. WILLIAN FERNANDO ZAMBUZZ| (Participagao Virtual) do(a) Departamento de
Quimica e Bioquimica / Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP, Prof. Dr. CARLOS FERREIRA
DOS SANTOS (Participagao Virtual) do(a) Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Faculdade de
Odontologia de Bauru-USP. Apds a exposi¢ao pelo doutorando e arguigao pelos membros da
Comissdo Examinadora que participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, o discente recebeu
o conceito final: A YO N A0 . Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apos

lida e aprovada, foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comisséo Examinadora.
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Profa. Titufar SANDRA HELENA PENHA DE OLIVEIRA
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