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RESUMO

Introducao: Células-tronco mesenquimais derivadas do ligamento periodontal (PDLCs)
exibem forte capacidade de autorrenovacdo e diferenciagdo em multiplas linhagens,
sustentando seu potencial em terapias regenerativas. No entanto, em condi¢des osteogénicas,
as PDLCs podem manifestar fenotipos distintos, regulados por mecanismos epigenéticos que
influenciam a acessibilidade da cromatina e a expressao génica. Este estudo teve como objetivo
investigar a regulacdo epigenética de PDLCs com alto e baixo potencial osteogénico, h-PDLCs
e I-PDLCs, respectivamente.

Métodos: Foram avaliadas a expressao de mRNA por PCR em tempo real, a presenca de
proteina por imunofluorescéncia, os niveis de proteina por Western Blotting e a regulagcdo do
complexo cromatina/DNA por imunoprecipitacdo da cromatina em PDLCs cultivadas em
condi¢des basais (DMEM, T0) e apds indugdo osteogénica por 3 e 10 dias (T3 e T10).
Resultados: No estado basal, h-PDLCs e 1-PDLCs apresentaram perfis transcricionais,
proteicos e epigenéticos distintos. Durante a estimulacdo osteogénica, a expressdo de EZH?2
aumentou significativamente em [-PDLCs, mas diminuiu em h-PDLCs (p < 0,001), enquanto a
expressao de KDM6B diminuiu em 1-PDLCs e aumentou em h-PDLCs (p < 0,0001). A analise
de RUNX2, RUNX2p57 e SP7 revelou alteragdes transcricionais dinamicas: RUNX2p57 e SP7
foram regulados negativamente em 1-PDLCs, enquanto RUNX2 foi regulado positivamente em
h-PDLCs em T3 e TI10. Adicionalmente, 1-PDLCs mostraram maior acumulo da marca
repressiva de histonas H3K27me3, com enriquecimento significativo nos promotores de
RUNX2 e SP7 em comparagao com h-PDLCs durante a indugdo osteogénica (p < 0,05).
Conclusio: Estes achados destacam o papel critico do equilibrio entre EZH2/KDM6B e da
dinamica de H3K27me3 na regulagdo do potencial osteogénico de PDLCs e destacam a

importancia do controle epigenético no comprometimento da linhagem osteogénica.

Palavras-chave: EZH2; KDM6B; H3K27me3; RUNX2, SP7; osteogénese; epigenética;

cromatina; PDLCs.
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INTRODUCAO

A cavidade oral emergiu como uma rica fonte de células-tronco mesenquimais (MSCs),
presentes em diversos tecidos orais, como dentes deciduos esfoliados (SHEDs), gengiva
(GMSCs), polpa dentaria (DPSCs) e ligamento periodontal (PDLCs). Coletivamente, essas
células passaram a ser denominadas MSCs derivadas de dentes (DMSCs) e apresentam
multipotencialidade comparavel as MSCs da medula 6ssea, com capacidade de diferenciacao
em odontoblastos, cementoblastos e adipocitos, além de destacada atividade imunomodulatoria
(Hargreaves et al., 2013; Li et al., 2021). Dentre essas, as PDLCs demonstram notavel
capacidade de autorrenovacdo e diferenciagdo multipotente, o que as torna particularmente
promissoras para aplicacdes em engenharia tecidual dssea e dentaria (Cabafia-Munhoz et al.,
2023). PDLCs exibem maior taxa proliferativa do que células-tronco derivadas do tecido
adiposo, além de propriedades angiogénicas que reforcam seu potencial terapéutico em
abordagens regenerativas (Yeasmin et al., 2014; Liu et al., 2022).

Para que estratégias terapéuticas sejam eficazes, ¢ fundamental que as PDLCs se
diferenciem em osteoblastos capazes de promover deposi¢do mineral. Contudo, essas células
apresentam variabilidade interindividual em seu potencial osteogénico (Assis et al., 2021a,
2021b e 2022; Ferreira et al., 2022, 2023 e 2024; Adolpho et al., 2022). Estudos anteriores
revelaram que, em condigdes osteoindutivas, as PDLCs podem adotar fenotipos distintos, com
elevado (h-PDLCs) ou reduzido (I-PDLCs) potencial de mineraliza¢do. Publicacdes prévias do
nosso grupo de pesquisa demonstrou que I-PDLCs apresentam hipermetilagdo em genes
osteogénicos, prejudicando sua diferenciacao e retardando a mineralizacao (Assis et al., 2021b
e 2022; Ferreira et al., 2021).

Os genes RUNX Family Transcription Factor 2 (RUNX2) e SP7 Transcription Factor
(SP7) sao os principais reguladores transcricionais da diferenciagdo osteoblastica e possuem
expressdo rigidamente controlada durante o comprometimento das MSCs com a linhagem
osteogénica. A isoforma RUNX2/p57 ¢é particularmente relevante na definicdo do fenotipo
osteoblastico e esta sob complexo controle epigenético, mediado por mecanismos ativadores e
repressivos (Ducy et al., 1997; Meyer et al., 2014; Tai et al., 2014; Wu et al., 2014; Rojas et
al., 2015; Aguilar et al., 2016). Estudos genéticos demonstraram que a auséncia de RUNX2 ou
SP7 compromete totalmente a formacdo Ossea, evidenciando sua importdncia no
desenvolvimento esquelético embrionario e nos distarbios 6sseos humanos (Mundlos et al.,

1997; Lapunzina et al., 2010). Além disso, a deficiéncia de SP7 impede a diferenciacdo de
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precursores que expressam RUNX2 (Zhou et al., 2010). Dessa forma, RUNX2 e SP7 constituem
reguladores-chave do destino osteogénico (Montecino et al., 2021).

O potencial osteogénico das MSCs ¢ regulado por mecanismos epigenéticos que
controlam a expressao génica sem alterar a sequéncia do DNA, modulando a organizagao ¢ a
estrutura da cromatina. Na cromatina, 0 DNA associa-se a octameros de histonas formando os
nucleossomos, cujas caudas (principalmente de H3 e H4) podem sofrer metilagdo ou acetilagao
(Liet al., 2007). Essas modificagdes, mediadas por enzimas especificas, ativam ou reprimem a
transcricao génica. Os complexos repressivos Polycomb 1 ¢ 2 (PRC1 e PRC2) sdo os principais
mediadores do silenciamento da cromatina. O Enhancer of Zeste Homologue 2 (EZH2),
subunidade catalitica do PRC2, catalisa a trimetilagdo da lisina 27 da histona H3 (H3K27me3),
uma marca associada a repressao transcricional e & compactagao da cromatina (Yu et al., 2008;
Voigt et al., 2013; Samsonraj et al., 2018). Em contraposi¢do, desmetilases como KDM6B
(também denominada Jmjd3) promovem a remog¢ao dessa marca, revertendo a cromatina a um
estado transcricionalmente ativo. A inibicao da metilacdo de histonas demonstrou restaurar a
expressao de RUNX2 e SP7, aumentar a atividade da fosfatase alcalina e promover deposi¢ao
mineral detectdvel por coloracdo com vermelho de alizarina (Gopinathan et al., 2013;
Montecino et al., 2021).

A marca H3K27me3 ¢, portanto, crucial no silenciamento de genes ligados a
osteogénese. Sua remog¢ao dos promotores de genes como RUNX2 e SP7 € necessaria para que
a diferenciag@o osteoblastica ocorra. Estudos demonstraram que a superexpressao de KDM6B
aumenta a atividade da fosfatase alcalina e a mineralizagao in vitro em MSCs humanas (Ye et
al., 2012). As desmetilases KDM6A ¢ KDM6B sao especificas para H3K27me3 e me2,
catalisando sua conversao em H3K27mel, uma transicdo que favorece a ativagao génica. Jmjd3
tem papel relevante em processos como diferenciacdo celular, inflamag¢do e tumorigénese,
regulando diversos fatores transcricionais (Yang ef al., 2017; Montecino ef al., 2021).

Analises epigenOmicas e transcriptomicas comparando h-PDLCs e 1-PDLCs
identificaram EZH?2 e KDM6B como genes candidatos a regulacao diferencial da osteogénese,
modulando a acessibilidade da cromatina e a expressdo de genes relacionados & mineralizagao
(Assis et al., 2022). O entendimento desses mecanismos regulatorios € essencial para elucidar
as vias moleculares envolvidas no comprometimento osteogénico de PDLCs e pode subsidiar
o desenvolvimento de terapias regenerativas com maior precisao.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a regulacdo epigenética na

aquisicao de fendtipos osteogénicos distintos durante a diferenciagdo osteogénica em PDLCs.
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CONCLUSAO GERAL

Este estudo fornece novas evidéncias sobre os mecanismos epigenéticos que regulam a
heterogeneidade de mineralizagdo, demonstrando que a interacdo dindmica entre EZH2,
KDM®6B e a modificagdo epigenética H3K27me3 desempenha um papel na modulagdo do
comprometimento osteogénico. A expressdo aumentada de EZH2 e o enriquecimento de
H3K27me3 nas regidoes promotoras de RUNX2 e SP7 podem estar associados a reducao da sua
expressao génica, sustentando um estado de cromatina transcricionalmente. O enriquecimento
de H3K27me3 em regides promotoras especificas reforca o carater génico e regionalmente
especifico dessa regulagdo.

Com este estudo, destaca-se a relevancia dos mecanismos epigenéticos, baseados na
organiza¢do da cromatina, no controle do fenotipo das PDLCs, estabelecendo-se bases para
futuros estudos translacionais voltados a regeneracdo dssea e periodontal por meio da

modulagdo epigenética.
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