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RESUMO

O metabolismo ésseo é um dos principais influenciadores no desenvolvimento de
novas técnicas e abordagens tanto na Medicina quanto na Odontologia. A
compreensao de seus mecanismos moleculares é fundamental para o sucesso dos
tratamentos clinicos. Muitas pesquisas tém demonstrado o potencial das células
mesenquimais indiferenciadas (mesenchymal stem cells — MSCs) na reparagcao e
preservacao tecidual, por apresentarem capacidade de autorrenovagdo e
diferenciacdo em multilinhagem celular. Na cavidade oral, as PDLSCs (periodontal
ligament stem cells) podem ser encontradas no ligamento periodontal e possuem
potencial de diferenciacado osteogénica. Entretanto, antes que essas células possam
servir aos seus propésitos em aplicagdes clinicas, mais pesquisas sd0 necessarias
para entender os mecanismos envolvidos em seu potencial osteogénico. Nesse
intuito, esta pesquisa tem por objetivo identificar as possiveis causas da
heterogeneidade dos potenciais osteogénicos entre as PDLCSCs por meio da anélise
e comparacdo do perfil transcricional de PDLSCs com diferentes potenciais
osteogénicos (alto e baixo) — em niveis basais e também apds inducdo osteogénica
in vitro por 10 dias — processo que sera executado a partir de transcriptoma (ou RNA-
Seq), que consiste na analise do conjunto de todos os transcritos expressos pelo

genoma celular.

Palavras chave: Transcriptoma. RNA-Seq. Célula. Periodontal. Osteogénese. Vias de
Sinalizagao.



ABSTRACT

Bone metabolism is one of the main influencers in the development of new techniques
and approaches in both Medicine and Dentistry. Understanding their molecular
mechanisms is critical to the success of clinical treatments. Many studies have shown
the potential of mesenchymal stem cells (MSCSs) in tissue repair and preservation, as
they have the capacity for self-renew and differentiation in cell multilineage. In the oral
cavity, PDLSCs (periodontal ligament stem cells) can be found in the periodontal
ligament and have the potential for osteogenic differentiation. However, before these
cells can serve their purposes in clinical applications, further research is needed to
understand the mechanisms involved in their osteogenic potential. To this end, this
research aims to identify the possible causes of the heterogeneity of osteogenic
potentials among PDLCSCs by analyzing and comparing the transcriptional profile of
PDLSCs with different osteogenic potentials (high and low) - at baseline and also after
osteogenic induction in vitro for 10 days - process that will be performed from
transcriptome (or RNA-Seq), which consists of the analysis of all the transcripts

expressed by the cellular genome.

Keywords: Transcriptome. RNA-Seq. Cell. Periodontal. Osteogenesis. Signaling

Pathways.
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1. INTRODUCAO

O tecido O6sseo € um tipo tecido conjuntivo especializado que possui a
caracteristica de se mineralizar. Esse carater particular permite-lhe desempenhar
importantes fungdes, como sustentagdo, protecdo e reserva metabdlica de ions
minerais, como o calcio e o fésforo [1]. Ele é constituido por uma matriz extracelular,
dividida em uma parte organica (35%, predominantemente constituida por colageno
tipo 1) e uma parte inorganica (65%, predominantemente constituida por
hidroxiapatita), além dos elementos celulares como: osteoblastos, responsaveis pela
formacdo da parte organica da matriz extracelular; osteoclastos, responsaveis pela
reabsorcdo da matriz extracelular; ostedcitos e células de revestimento, atuantes na

remodelacéo do tecido 6sseo [2,3].

E importante observar que o desequilibrio nas funcdes desses elementos pode
alterar a homeostase metabdlica do osso, desencadeando disturbios sistémicos como
a osteoporose, a doenca de Paget, a osteomalécia e a osteopetrose [4], podendo
também levar a distlrbios locais, como as ossificacBes ectopicas e a calcificacdo

vascular na doenca renal crénica [5].

Nesse sentido, a perda Ossea € considerada um desafio na Odontologia,
principalmente a perda éssea alveolar decorrente da doenga periodontal avancada,
considerada a 112 doenca mais prevalente em todo o mundo [6] e sendo a principal
causa de perda dentaria em adultos [7]. Em geral, a doenca periodontal afeta cerca
de 20-50% da populacao global [8] e esta associada a varias doencas sistémicas.
Estudos mostram um aumento de 19% no risco de doenca cardiovascular, devido a

periodontite, chegando a 44% entre individuos com 65 anos ou mais [9-11].

A recomendacédo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o combate
da doenca periodontal baseia-se no emprego de estratégias preventivas integradas
de saude publica, com foco na abordagem dos fatores de risco tanto sistémicos, como
artrite reumatoide [12], doenca renal crbnica [13] e obesidade [14], quanto locais,
como tabagismo [15] e ma-higiene bucal [16], que podem aumentar a gravidade da
doenca periodontal e, consequentemente, a reabsorcéo 6ssea [17].

Alem das medidas preventivas, as intervencdes nao-cirirgicas, como

aplainamento radicular, antibioticoterapia, laserterapia e o0zonioterapia, S&o
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amplamente usadas no tratamento da doenca periodontal. Intervencgdes cirurgicas,
como as regeneracoes teciduais guiadas, enxertos 0sseos e de tecido mole e
aplicacOes de proteinas estimuladoras de tecidos, sdo empregadas principalmente na
reparagdo dos tecidos periodontais perdidos. Nesse sentido, diversas estratégias de
regeneracao Ossea foram propostas e, recentemente, as MSCs emergiram como
candidatas promissoras nas terapias regenerativas do tecido periodontal. Trata-se,
nesse caso, de células adultas com capacidade de autorrenovacédo e diferenciacao
em multiplas linhagens celulares como adipogénica, condrogénica, neurogénica e

osteogénica [18-21].

Na Medicina, estdo sendo investigados os potenciais terapéuticos dessas
células para tratar doencas e distarbios degenerativos como: doenca de Parkinson
[22,23], doenca de Alzheimer [24,25], esclerose lateral amiotrofica [26], esclerose
multipla [27,28], doenca degenerativa do disco [29-31], doenca degenerativa da retina
[32,33], infarto do miocardio [34] e diabetes mellitus tipo 1 [35]. Também foi
demonstrado que o uso de quimiocinas e citocinas derivadas das MSCs melhorou a

eficacia do tratamento de doencas autoimunes [36-38].

De acordo com os critérios estabelecidos pelo Mesenchymal and Tissue Stem
Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy, sdo consideradas
MSCs células que (a) apresentem aderéncia em plastico quando mantidas em
condicbes padrdao de cultivo celular, (b) exibam morfologia fibroblastoide, (c)
expressem marcadores especificos de agrupamento de diferenciacdo (CD) de MSC
(CD73, CD90 e CD105) e (d) ndo possuam CD14, CD19, CD34 e CD45 [39,40].

A medula 6ssea € a principal fonte de MSCs, denominadas BMSCs (bone
marrow stem-cells), porém células mesenquimais também podem ser obtidas por
meio de varios outros tecidos tais como: adiposo, muscular, sanguineo, do cordao
umbilical, da placenta e fetal, e também por meio do liquido amniético [41]. Na
cavidade oral (Fig. 1), podem ser extraidas dos tecidos dentarios como: polpa (dental
pulp stem-cells, DPSCs), papila apical (stem-cells of apical papilla, SCAPS) e
ligamento periodontal [42].

As PDLSCs sdo capazes de se diferenciar em células do tecido adiposo,
cartilaginoso ou 0sseo [44]. McCulloch, em 1985, foi 0 primeiro a sugerir as células

progenitoras perivasculares do ligamento periodontal de ratos como células-tronco
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[45]. Em 2004, Seo et al. foram capazes de isolar PDLSCs e confirmar sua capacidade
de diferenciacdo em células semelhantes a cementoblastos, adipocitos e células

formadoras de colageno [46].

Outra caracteristica das PDLSCs € possuir taxa de proliferacao celular maior
gque as BMSCs. Resultados prévios desse grupo de pesquisa confirmaram a
observacdo de que as taxas de proliferacdo das PDLSCs podem ser maiores que as
das BMSCs. Também foi constatado que populac¢ées celulares com a mesma origem,
mas de diferentes doadores, podem apresentar potenciais osteogénicos distintos, o
gue pode influenciar na capacidade de diferenciacédo celular e impactar diretamente

na qualidade e quantidade do tecido ésseo formado (resultados ndo publicados).

Tanto fatores técnicos laboratoriais, como método de isolamento, tipo de
superficie da cultura, meio de cultura e densidade celular, quanto fatores intrinsecos
a populacéo celular, como diferencas na origem das MSCs, idade do doador, género,
genética e epigenética, podem afetar a capacidade proliferadora, as propriedades

imunogénicas e também a diferenciacéo celular [47-49].

Essa diferenciagcdo ocorre por meio de proteinas chamadas fatores de
transcricdo, que se ligam a molécula de DNA e induzem a diferenciacdo e mudanca
fenotipica em uma determinada linhagem celular [50]. Os fatores de transcricdo séo
regulados por vias de sinalizacdo, que consistem em cascatas de eventos moleculares

extra e intracelular, que culminam na expressao génica desses fatores.

Na osteogénese, as principais vias de sinalizacdo sdo a TGF-B/BMP
(Transforming Growth Factor-beta/Bone Morphogenic Protein), a Wnt (Wingless-
Type) candnica (Wnt/B-catenina) e as ndo-candnicas (Wnt/Ca?* e Wnt/polaridade de
célula planar) [51,52]. Diferencas na regulacédo molecular dessas vias podem justificar

a heterogeneidade entre os potenciais osteogénicos nas PDLSCs.

A andlise do conjunto de todos os transcritos expressos pelo amplo genoma
dessas populacdes (Transcriptoma ou RNA-Seq) pode auxiliar na melhor
compreensdo dos mecanismos regulatorios das vias de sinalizagdo e esclarecer
essas diferencas. O RNA-Seq é um método de analise que utiliza o sequenciamento
de proxima geracédo (Next-Generation Sequencing, NGS) para revelar a presenca, a
quantidade e as mudangas de transcritos em uma amostra biolégica em um

determinado momento.
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Constata-se que a andlise do transcriptoma celular em constante mudanca leva
a uma abordagem imparcial e sistematica para obter informacfes sobre vias
biol6gicas e mecanismos moleculares importantes para a regulagédo celular em um
ambiente neutro em hipéteses [53-56]. Sendo assim, 0 presente estudo pretende
analisar e comparar, por meio do RNA-Seq, a expressdo génica diferencial em
PDLSCs com diferentes potenciais para formacao 6ssea, em niveis basais e também
apos 10 dias de inducdo osteogénica in vitro, com o intuito de esclarecer o0s

mecanismos envolvidos na heterogeneidade desses potenciais.
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2. CONCLUSAO
Por fim, foi possivel concluir que a diferenca de potencial osteogénico entre as

h-PDLCs e |I-PDLCs pode estar relacionada ao comprometimento do destino celular

inicial das I-PDLCs e a regulacéo da B-catenina pela via can6nica da Wnt.
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