UNIVERSIDADE PAULISTA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

REGULACAO EPIGENETICA DO POTENCIAL
OSTEOGENICO EM CELULAS MESENQUIMAIS
DERIVADAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em  Odontologia da
Universidade Paulista — UNIP, para
obtencdo do titulo de Doutor em
Odontologia.

ARTHUR GEORG SCHMIDT

SAO PAULO
2019



UNIVERSIDADE PAULISTA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

REGULACAO EPIGENETICA DO POTENCIAL
OSTEOGENICO EM CELULAS MESENQUIMAIS
DERIVADAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em  Odontologia da
Universidade Paulista — UNIP, para
obtencdo do titulo de Doutor em
Odontologia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Denise Carleto
Andia.

ARTHUR GEORG SCHMIDT

SAO PAULO
2019



Schmidt, Arthur Georg.

Regulacao epigenética do potencial osteogénico em células
mesenquimais derivadas do ligamento periodontal. / Arthur Georg
Schmidt. — 2019.

19 f. : il. color.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Odontologia da Universidade Paulista, S0 Paulo, 2019.

Area de concentragéo: Clinica Odontoldgica.

Orientadora: Prof.2 Dr.? Denise Carleto Andia.

1. Epigenética. 2. Células mesenquimais estromais. 3.
Multipotencialidade. 4. RG108. 5. Dimetil sulféxido. I. Andia, Denise

Carleto (orientadora). Il. Titulo.

Ficha elaborada pela Bibliotecaria Maria Aladia S. F. de Braga CRB8-2264



ARTHUR GEORG SCHMIDT

REGULACAO EPIGENETICA DO POTENCIAL
OSTEOGENICO EM CELULAS MESENQUIMAIS
DERIVADAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em  Odontologia da
Universidade Paulista — UNIP, para
obtencdo do titulo de Doutor em
Odontologia.

Aprovado em:

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Denise Carleto Andia
Universidade Paulista — UNIP

/1
Prof.2 Dr.2 Mirlene Cecilia Soares Pinho Cenarch

Universidade Metropolitana de Santos — UNIMES

Prof. Dr. Bruno Bueno Silva
Universidade Univeritas — UNG

Prof. Dr. Adriano Fonseca de Lima
Universidade Paulista — UNIP

Prof. Dr. Fabio César Prosddocimi
Universidade Paulista — UNIP



EPIGRAFE

“O coracao do homem dispée o seu caminho,
mas é o Senhor quem dirige seus passos.”

Provérbios 16:9



DEDICATORIA

A Deus.



AGRADECIMENTOS

A minha esposa Patricia, meu amor e minha companheira, e aos meus filhos,
Miguel e Helena, minhas joias e meus orgulhos, que me trazem inspiracdo e forca
para acordar cedo e me deitar tarde, feliz, todos os dias: vocés sédo a razao da minha
vida! Amo vocés mais que a mim mesmo.

Aos meus pais, Ary e Gizella, que sempre me apoiaram e incentivaram e deram
as condicdes para que um dia eu pudesse chegar aqui. Muito obrigado, amo vocés.

A Profa. Dra. Denise Carleto Andia, minha orientadora, colocada em minha
jornada académica pelas méaos de Deus, por qguem tenho profunda admiracéo e
respeito, muito obrigado.

A todas as pessoas que contribuiram direta ou indiretamente para este
trabalho: “trabalhar em equipe € unir varias formas de pensar para um so objetivo.”

(Autor desconhecido).



RESUMO

Anteriormente, nés caracterizamos células do ligamento periodontal (PDLCs) com
capacidades distintas para desenvolverem fenotipos osteogénicos, apresentando alta
e baixa capacidade para produzir nédulos minerais in vitro. Aqui, nosso objetivo foi
determinar se a capacidade de PDLCs em produzir nédulos minerais mantém
qualquer relacdo com marcas epigenéticas e alteragdes nos perfis de transcritos e
proteinas. As PDLCs foram pré-tratadas com um modulador epigenético (RG108) por
3 dias antes da inducéo a diferenciacdo osteogénica. As células foram entédo coletadas
apos 3 dias de diferenciacdo osteogénica in vitro (osteogénese inicial) e os seguintes
parametros foram avaliados: viabilidade celular, apoptose, capacidade de produzir
nédulos minerais, (hidroxi)metilagdo do DNA, niveis proteicos e de transcritos de
marcadores epigenéticos, de multipotencialidade e osteogénicos em ambos os
fendtipos: alto (h-PDLCs) e baixo (I-PDLCs) potencial osteogénico. h-PDLCs e |-
PDLCs mostraram perfis epigenéticos e transcricionais distintos em niveis basais e
apos osteogénese inicial ou pré-tratamentos. Apos 21 dias de biomineralizacéo, o
RG108 demonstrou um aumento significativo na capacidade de produzir nédulos
minerais in vitro, em comparacdo com PDLCs induzidas apenas a osteogénese.
DMSO (o veiculo de RG108) também induziu o fendtipo osteogénico. Além disso, o
RG108 regulou positivamente as translocagées de NANOG e OCT4 para o nucleo e
modulou os transcritos de marcadores osteoblasticos em [-PDLCs. O RUNX2 foi
regulado epigeneticamente em resposta ao RG108, o que culminou em alteracdes
detectaveis na sua transcricdo, aumentando 0s niveis de proteina no interior do
nacleo. Curiosamente, 0 DMSO também modulou o0 RUNX2 e, inversamente, regulou
negativamente NANOG e OCT4 para o interior do nucleo, em |-PDLCs. Por fim, foi
demonstrado que a osteogénese pode ser aumentada por agentes epigenéticos em
PDLCs com baixa capacidade de produzir nodulos minerais in vitro. Essas
descobertas lancam luz ao potencial uso de abordagens epigenéticas para modular a

biomineralizacdo de maneira previsivel.

Palavras-chave: Epigenética. Células mesenquimais estromais. Multipotencialidade.
RG108. Dimetil sulféxido



ABSTRACT

We have previously characterized periodontal ligament cells (PDLCs) with distinct
capacities to undergo osteogenic phenotypes, presenting high and low ability to
produce mineral nodules in vitro. Here, our goal was to determine whether the ability
of PDLCs to produce mineral nodules holds any relation with epigenetic marks and
changes on transcript and protein profiles. PDLCs were pre-treated with an epigenetic
modulator (RG108) up to 3 days before inducing osteogenic differentiation. The
challenged cells were then harvested after 3 days of the in vitro osteogenic
differentiation (early osteogenesis) and the following parameters were assessed: cell
viability, apoptosis, ability to produce mineral nodules, DNA (hydroxy)methylation,
transcripts and protein levels of epigenetic, multipotentiality and osteogenic markers in
both high (h-PDLCs) and low (I-PDLCs) osteogenic potential phenotypes. h-PDLCs
and [-PDLCs show distinct epigenetic and transcript profiles at basal levels and after
early osteogenesis or pre-treatments. After 21 days of biomineralization, RG108
showed a significant increase in the ability to produce mineral nodules in vitro,
comparing to PDLCs induced to osteogenesis only. DMSO (RG108 vehicle) also
promoted the osteogenic phenotype. Furthermore, RG108 upregulated NANOG and
OCT4 translocations to nucleus and modulated the transcripts of osteoblastic markers
in I-PDLCs. RUNX2 was epigenetically regulated in response to RG108, which
culminated with detectable changes on its transcription, increasing the protein levels
into the nucleus. Interestingly, DMSO also upmodulated RUNX2 and, conversely,
downregulated NANOG and OCT4 into the nucleus, in I-PDLCs. In conclusion, it was
demonstrated that osteogenesis may be increased by epigenetic agents in PDLCs with
low capacity to produce mineral nodules in vitro. These findings shed light on the

potential use of epigenetic approaches to predictably modulate bio-mineralization.

Key-words: Epigenomics. Mesenchymal stromal cells. Multipotency. RG108. Dimethyl

sulfoxide.
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1. INTRODUCAO

Epigenética pode ser definida como o “estudo de mudancgas na fungdo do gene
que s&o meidtica e/ou mitoticamente herdadas, sem mudangas na sequéncia do DNA”
ou como o ‘estudo das alteragbes na regulagdo de genes que nado causam
modificagdes na cadeia de DNA”. Sendo assim, o genoma pode sofrer alteragdes
funcionais significativas sem modificar a sequéncia dos nucleotideos.? % 3

A cromatina é constituida pela molécula de DNA e proteinas a ela associadas,
denominadas histonas. Os processos de metilagdo e hidroximetilacdo do DNA séo
exemplos de modificacbes epigenéticas que levam a alteracdes na cromatina,
mudando assim quimicamente o DNA, bem como as histonas. O resultado destas
alteracGes termina por ativar ou desativar genes.® 4

Durante o processo de metilagdo do DNA, a cromatina é modificada,
adicionando-se um grupo metil no carbono 5 da citosina, transformando-a em 5-
metilcitosina (5mC), modificando assim a acessibilidade dos fatores de transcricdo ao
DNA. A metilacio do DNA € catalisada por enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs), sendo a DNMT do tipo 1 (DNMT1) responsavel pela
manutencao do padrdo de metilacdo nas novas copias do DNA. As DNMTs do tipo 3A
e 3B (DNMT3A e DNMT3B) sao relacionadas a metilacdo denominada de novo, pois
adicionam um novo radical metil ao DNA. Adquirem assim um novo padrdo de
metilacdo em resposta imediata ao ambiente.> 6 7.8

Considerando a acessibilidade a cromatina, as enzimas da familia Ten Eleven
Translocation (TETs) 1, 2 e 3 cumprem outro papel importante relacionado ao DNA e
as modificacdes epigenéticas, i.e., a hidroximetilacdo. Para tanto, estas enzimas
oxidam a 5-metilcitosina (5mC) em 5-hidroximetilcitosina (5hmC), sendo esse o

primeiro passo para a desmetilagdo do DNA, pois uma cromatina hidroximetilada
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torna-se menos condensada, dado que possui uma arquitetura que favorece a
aproximacéo dos fatores de transcrigdo e, consequentemente, a expresséo de genes.®

Os processos de metilagao e hidroximetilacdo do DNA, bem como as enzimas
associadas a estes, estdo diretamente ligados a remodelacdo da cromatina. Neste
contexto, moduladores epigenéticos tém sido utilizados para manipular padrdes
epigenéticos experimentalmente.1°

Grande parte do esforco no campo da epigenética para a descoberta de novas
drogas foi feito na area do cancer, sendo grande o potencial para o desenvolvimento
de agentes que modulem o epigenoma nessa area. Como exemplo, alteracdes
epigenéticas, ao contrario das mutagdes genéticas, sao potencialmente reversiveis e
podem ser restauradas ao seu estado normal pela terapia epigenética fazendo-se uso
de moduladores epigenéticos. Desse modo, este tipo de terapia torna-se promissora
e relevante. 1011

Um desses moduladores epigenéticos € o RG108 ou acido propandico 2-(1,3-
dioxo-1,3-dihydro-2Hisoindol-2-yl)-3-(1H-indol-3-yl) ou N-Phtalil-L-triptofano. Trata-se
de um composto especificamente criado para inibir a atividade das DNMTs, podendo
contribuir para o processo de desmetilagdo do DNA ao tornar a cromatina menos
condensada e acessivel para a acao dos fatores de transcri¢do. Isto se deve ao fato
de o RG108 inibir especificamente a atividade da DNMT1, bloqueando seu sitio ativo
e impedindo a adicdo do radical metil ao carbono 5 da citosina na molécula do DNA.*?

A populacéo de células do ligamento periodontal (PDLCs) humano é constituida
por diversos tipos celulares, dentre os quais estdo células progenitoras aptas a
fazerem a manutencdo da homeostase tecidual. Estas, mesmo quando obtidas do
ligamento periodontal maduro, detém propriedades de células-tronco similares as

células-tronco mesenquimais.!
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Para tanto, PDLCs expressam genes como o fator de transcricdo de ligacao
ao octamero 4 (OCT4) — uma proteina também conhecida como POU5F1, dominio
POU, classe 5, fator de transcricdo 1 — e a proteina NANOG Homeobox — codificada
pelo gene NANOG (NANOG). Ambas séo proteinas do tipo homeobox, fazendo parte
dos “master control genes”, i.e., genes controladores do desenvolvimento, por
atuarem no topo de hierarquias genéticas e fazerem a regulacdo de aspectos
essenciais da embriogénese e diferenciacdo celular de uma série de organismos,
conferindo assim as PDLCs a capacidade de manterem-se indiferenciadas e
pluripotentes.t?

Tanto OCT4 quanto NANOG sé&o importantes biomarcadores de células-tronco
embrionarias humanas: suas expressées foram demonstradas em PDLCs humanas e
ambos demonstraram estar envolvidos na inibicdo da diferenciacdo espontanea em
células-tronco mesenquimais.t4 15

PDLCs podem se diferenciar em células semelhantes a osteoblastos quando
cultivadas em meio osteogénico in vitro.»1% Porém, esta capacidade de diferenciacéo
pode variar ao se considerar doadores diferentes. Isto nos permite classificar as
PDLCs em células de alto e baixo potencial osteogénico, sendo que células de baixo
potencial osteogénico apresentam menor habilidade de produzir nédulos minerais in
vitro do que as células de alto potencial osteogénico. As PDLCs podem expressar
genes relacionados ao fenotipo osteoblastico como o Fator 2 de Transcricdo
Relacionado ao Runt (RUNX2) e outros, nos quais Runt € um dominio proteico
conservado evolutivamente. RUNX2 é uma proteina — conhecida também como
subunidade alfa-1 do fator de ligacdo ao nlicleo (CBF-alpha-1)61"18 e pode ser
detectado em progenitores de osteoblastos, atingindo niveis mais altos em

osteoblastos imaturos e diminuindo durante a maturagdo destas células.® 2°
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Modificagdes no fendtipo celular requerem ativacdo de genes relacionados a
formacdo Ossea e inibicdo de marcadores génicos relacionados a células
indiferenciadas. Essas alteracdes podem ser controladas por mudancas epigenéticas
e reguladas por meio do remodelamento da cromatina, no qual a arquitetura desta
depende dos padrées de metilagdo do DNA: a forma ativa da cromatina é associada
a um DNA desmetilado, enquanto que a forma inativa é relacionada ao DNA metilado.
Estes mecanismos de remodelamento da cromatina baseiam-se na adi¢cao de radicais
(como o metil, por exemplo), deixando esta mais ou menos condensada dependendo
do grau de metilacdo/desmetilacdo da mesma. A ativacdo de genes se da por meio
da desmetilacdo (ou hidroximetilacdo), que deixa a cromatina descompactada, e a
inibicdo de outros genes pela metilacdo das ilhas CpG, o que leva a condensacéo da
cromatina e impede sua leitura pelo RNAm.3 456

Até o presente momento, as marcas epigenéticas relacionadas aos fenotipos
osteogénicos ndo foram completamente elucidadas. No presente estudo, nos levamos
em consideracédo resultados e experiéncias prévias com fendétipos distintos de PDLCs
para poder melhor entender as marcas epigenéticas e as consequentes mudancas
em um conjunto de genes envolvidos na manutencao do fenétipo osteogénico. Neste
contexto, noés desenvolvemos ensaios funcionais com o modulador epigenético
RG108 (um inibidor de DNMTs), como uma estratégia utilizada para melhorar os
mecanismos de regeneracdo na terapia celular, principalmente levando em

consideracao o fenétipo celular com baixo potencial osteogénico.
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2. PROPOSICAO

No presente estudo, ndés propomos modular terapeuticamente eventos
moleculares nos genes NANOG, OCT4 e RUNX2, fazendo uso do modulador
epigenético RG108, com o objetivo final de aumento do potencial osteogénico em

células do ligamento periodontal com baixo potencial osteogénico.
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3. CONCLUSOES

3.1 Geral

O fendtipo osteogénico das PDLCs requer um envolvimento dindmico das
marcas epigenéticas. As DNMTs destacam-se como importantes moléculas neste
processo, sendo que a osteogénese pode ser aumentada por agentes epigenéticos
em PDLCs com baixa capacidade de produzir nédulos minerais in vitro. Como essas
macromoléculas podem ser alvos terapéuticos, o presente estudo abre novos
caminhos para modular terapeuticamente a diferenciacdo osteoblastica e promover a

osteogénese de maneira mais previsivel.

3.2 Especificas

a) As PDLCs com potenciais osteogénicos distintos também apresentam perfis
epigenéticos e transcricionais distintos nos niveis basais e na fase inicial da
osteogénese ou apos os pré-tratamentos com RG108 e DMSO.

b) O RG108 nao possui efeitos citotoxicos nas PDLCs; antecipa a transcri¢cao de
biomarcadores osteogénicos; e aumenta a translocagdo nuclear de NANOG e
OCT4, desencadeando alteracdes epigenéticas e transcricionais do gene RUNX2,
aumentando a translocacédo nuclear de RUNX2 e o potencial osteogénico das I-
PDLCs.

c) O DMSO néo possui efeitos citotoxicos nas PDLCs; diminui a translocacao
nuclear de NANOG e OCT4; e regula positivamente a translocagcdo do RUNX2 para
0 nucleo, promovendo efeito osteogénico similar ao RG108, porém sem promover
mudancas epigenéticas nas regides regulatorias.

d) Em ambos os tratamentos, a regulacéo positiva de RUNX2 foi maior que em
NANOG e OCT4, o que pode ter contribuido para o aumento do potencial
osteogénico das |-PDLCs.

e) RG108 e DMSO promoveram efeitos osteogénicos indutores similares no

estagio final da osteogénese nas |-PDLCs.
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