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RESUMO

Introducéo: O cultivo de fibroblastos do ligamento periodontal, associada
a simulacéo de cargas de pressdo ou tensao sobre a célula, permite analisar
as modificacbes da sua morfologia e identificar proteinas e moléculas
formadas e envolvidas neste processo. O sistema formado pelas proteinas
receptor ativador de fator nuclear kB (RANK), receptor ativador de fator
nuclear kB Ligante (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) esta diretamente
ligado a regulacéo de osteoclastos e a osteoclastogénese, na formagao e
reabsorcdo do tecido 6sseo. Objetivo: Avaliar a expressdo do RNAm das
proteinas RANK\RANKL e OPG em fibroblastos adultos do ligamento
periodontal humano sob pressdo continua. M étodos. Os fibroblastos foram
coletados do ligamento periodontal de 40 terceiros molares inclusos de
pacientes adultos e foram cultivados em frascos de culturas até a sexta
passagem. As células foram alojadas em placas com 6 pocos com 3 mm de
didmetro onde foram submetidos a pressdo continua (3 e 4 g/cm?) durante 6
horas em monocamadas. Das amostras, 0 RNAm foi extraido e avaliado
pelo método de Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real gPCR
Resultados: No modelo de pressdo continua utilizando fibroblastos do
ligamento periodontal, nos grupos avaliados, ndo houve a expressao de
RANK\RANKL, mas expressaram OPG, tendo sido significativamente
maior no grupo experimental 2 (GE2) em comparagdo com 0S grupos
controle (GC) e experimental 1 (GE1). Conclusdo: Os fibroblastos adultos
de ligamento periodontal humano quando sob pressdo continua nao
expressaram 0 RNAm de RANK\RANKL e expressaram 0 RNAmM da
Osteoprotegerina.

Descritores: 1. Ligamento periodontal. 2. Ligante RANK. 3.
Osteoprotegerina 4. Fibroblastos
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1. INTRODUCAO

O o0sso € um tecido complexo com células, matriz colédgena e
elementos inorganicos, sujeito a stress fisiolégico continuo, tendo como
controle de sua homeostase reagbes metabdlicas. A osteoclastogénese é o
processo de diferenciacdo celular e esta diretamente envolvido em
processos inflamatérios patolégicos tais como artrites reumatéides e
doencas osteoporéticas, periodontites, metastase Ossea do cancer,
movimentacdo ortodontica induzida; e situacbes fisiologicas como a
remodelacdo Ossea em articulagbes NAKAGAWA et al. (1998). Nos
ultimos anos tém sido realizado inUmeras pesquisas no campo da biologia
celular Ossea para identificar e demonstrar quais as moléculas estéo
presentes e quais sdo realmente importantes no processo de diferenciacao
dos osteoclastos e como eles sdo guiados até o processo inflamatorio.

O dominio da técnica de cultivo de vérios tipos celulares in vitro nos
ultimos anos permitiu analisar modelos estabelecidos que simulam
determinadas situagdes e caracteristicas proximas das gue ocorrem num
evento celular in vivo. Os aspectos fisicos das células sob forcas pré-
determinadas, a velocidade com gque modificagbes estruturais ocorrem e a
sua dindmica metabdlica sdo complexas, e é exatamente por meio dos
modelos experimentais que podemos estudar cada evento de forma a
compreendé-los. Os eventos celulares que ocorrem na osteoclastogénese, e
as proteinas envolvidas, ja foram amplamente estudadas, e alguns modelos
jA foram desenvolvidos para se ter uma percepcdo mais proxima da
realidade.

Com a utilizacdo de instrumentos de andlises precisos, como por
exemplo a técnica de reagdo em cadeia de polimerase (PCR),houve a

possibilidade de identificar, no caso de células do ligamento periodontal,
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aspectos bioquimicos responsaveis por essas modificactes, e as moléculas
envolvidas em cada etapa. No entanto, o funcionamento completo de todo
esse mecanismo ainda é desconhecido HACOPIAN et al. (2011) e KOOK,
JANG & LEE (2011).

Das moléculas envolvidas no metabolismo do tecido 0sseo, destacam-
se trés. Osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de fator nuclear kB
(RANK), receptor ativador de fator nuclear kB ligante (RANKL). Juntas
elas executam uma “danca’ que coordena todo um sistema de sinalizagéo,
recrutamento e ativagdo ou inativagcdo de osteoclastos e osteoblastos.
Osteoprotegerina (OPG), tem sido descrita como um “protetor do 0sso”,
representa uma proteina madura de 380 aminoécidos. E secretada como
uma proteina solvel e é conhecida por ser expressa em varios tecidos, mas
principamente por células de linhagem osteobléstica Sua principal
atividade biologica é a inibicdo da diferenciacdo de osteoclastos, e
estimular sua apoptose. O receptor ativador de fator nuclear kB (RANK),
gue pode ser definido como um peptideo de 616 aminoacidos, que se adere
a superficie celular de precursores de osteoclastos, € expressa por esta
célula e outros tecidos como musculo esquel ético, figado e tem a principal
funcéo de ativar os osteoclastos se unindo ao receptor de fator nuclear kB
ligante (RANKL) que é um peptideo de 317 aminoacidos, que é secretado
por osteoblastos e uma vez que se une a RANK inibe a apoptose dos
osteoclastos. Unido a OPG, RANKL inibe a atividade osteocléstica
SIMONET et al. (1997); LACEY et al. (1998) e NAKAGAWA et al.
(1998).

A capacidade do tecido musculo-esquelético para responder as
mudancgas no seu ambiente de funcéo frente a agressdes que colocam em
risco sua homeostase sem afetar sua capacidade funcional € descrito como
lei de Wolff e denominado de mecanotransducéo QIN & HU (2014).
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Como o modelo de compressao estatica continua dos fibroblastos
do ligamento periodontal foi aprimorado no laboratdrio de cultura de
células, possibilitou analisar esta célula altamente especializada, e que esta
intimamente relacionada com o processo de formacéo e reabsorcao do
tecido 6sseo (tensdo e compressao) e que quando in vivo ocorre de maneira
simultanea na gonfose, articulacéo que se encontra o ligamento periodontal,

por S) da escolha desta célula
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1. OBJETIVO

Avaliar a expressdo do RNAm das proteinas RANK\RANKL e OPG em
fibroblastos adultos do ligamento periodontal humano sob pressao
continua.
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1. LITERATURA

ARCEO et al. (1991) relataram que o objetivo principal no
tratamento das doencas periodontais € a regeneracdo dos componentes do
tecido mineralizado e tecido conjuntivo mole. As células do periodonto
teriam a capacidade de participar ativamente na restauracéo de tecidos
conjuntivos, incluindo tecidos mineralizados quando adequadamente
acionadas. Para avaliar melhor a homeostase do periodonto, células do
ligamento periodontal (LPD) e células de fibroblastos gengivais (FG),0s
autores cultivaram e examinaram 0s niveis de fosfatase alcalina e a
capacidade de produzir nodulos mineralizados em cultura, duas
caracteristicas de células semelhantes a osteoblastos in vitro. Os niveis de
fosfatase alcalina produzidas por estas células foram determinados por um
ensaio cinético modificado e a capacidade destas células para produzir
nodulos minerais in vitro foi avaliada por coloracdo de Von Kossa e
microscopia Optica e eletrdbnica. Células do LPD tinham niveis
significativamente mais elevados de fosfatase alcalina, quando comparadas
com os fibroblastos gengivais obtidos a partir do mesmo paciente e da
mesma passagem, in vitro. As células do LPD, mas ndo do FG, foram
capazes de produzir nédulos minerais, em resultados in vitro. Os autores
relataram que tais propriedades; isto é, a capacidade de células PDL para
iniciar nédulos minerais-like, seriam importantes na concepcdo de
modalidades de terapia direcionadas a estimular a regeneracdo do

periodonto.
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Y OUSEFIAN et al. (1995) desenvolveram um aparel ho para aplicar
pressdo hidrostatica dinamicamente nas células do ligamento periodontal
(PDL) in vitro. O objetivo desta pesquisa foi construir este aparelho e
determinar seus efeitos nessas células que foram coletadas do ligamento
periodontal humano de pré-molares recém extraidos. As células foram
estimuladas mecanicamente em diferentes magnitudes por meio de uma
pressdo hidrostatica continua positiva ou negativa (PHP ou NHP),
respectivamente. A aplicagdo de PHP entre 0.3 e 30 g/cm? aumentou
significantemente a producdo de prostaglandinas E (PGE) e de AMP
ciclico (CAMP) intracelular. Em contraste, a estimulagdo por NHP
diminuiu significantemente a producdo de PGE e o nivel intracelular de
CAMP. A taxa de proliferacdo celular aumentou significantemente nas
primeiras 24 e 48 horas ap6s a estimulacdo com -30 g/cm? de NHP. Em
contrapartida, a estimulagdo com +30 g/cm® de PHP diminuiu
significantemente a taxa de proliferacdo dessas células em 24 e 48horas. A
estimulagdo entre +30 a +60 g/cm? aumentou a largura e 0 comprimento
das células e pareceu aumentar a superficie de adesdo ao fundo das placas
de cultura Em contraste, NHP (entre -30 e -60 g/cm?) diminuiu essas
dimensdes e pareceu reduzir a superficie de fixacdo. Esses resultados
indicaram gue este tipo de perturbacdo mecanica das células do PDL

produzem respostas fisioldgicas e ndo é prejudicial avitalidade das células.

BRASDA (1997) enfatizou que o entendimento dos fundamentos
biologicos da movimentacdo dentaria é crucial para a ortodontia. A
identificacdo dos componentes dos sinais de transducéo iniciados apés a
aplicacéo de forca permitiu a sua manipulagdo levando a melhores
resultados. Para examinar os efeitos da estimulagdo mecanica no

periodonto, células do ligamento periodontal foram isoladas, colocadas em
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meio de cultura e caracterizadas. Em contraste com os fibroblastos
gengivais, os fibroblastos do periodonto humano exibiram caracteristicas
tipicas dos osteoblastos. Para entender o papel da estimulacdo mecénica,
forcas ortodonticas relevantes foram simuladas in vitro. Os autores
obtiveram como resultado que as células do ligamento periodontal humano
responderam a0 estiramento mecanico por sinais de transducédo que
provavelmente incluiram peguenas proteinas ligantes de GTP (Guanosina

Trifosfato) e fatores de transcricéo (c-Jun e c Fos).

SIMONET et al. (1997) identificaram uma nova glicoproteina
secretada que regula a reabsorcdo Ossea. Esta proteina, denominada
osteoprotegerina (OPG), seria um novo membro da super familia de
receptores de TNF. Segundo os autores, in vivo, a expressao hepatica de
OPG resultaram numa profunda osteopetrose ndo letal em ratos
transgénicos, coincidente com uma reducdo em fases posteriores da
diferenciacéo de osteoclastos. Esses mesmos efeitos foram observados com
a administracdo de OPG recombinante em camundongos normais. Os
autores relataram que OPG blogueia perda Ossea associada a ovariectomia
em ratos. Estes dados mostraram que a OPG poderia atuar como um fator
soltvel na regulacdo da massa 0ssea e implica uma utilidade para a OPG
no tratamento da osteoporose associados com 0 aumento da atividade dos

osteocl astos.

LACEY et al. (1998) analisaram e identificaram uma molécula
ligante para osteoprotegerina, a qual seria uma citocina relacionada com
fatores de necrose tumoral (TNF)e que substituiria a necessidade de células
estromais, vitaminaD3,e glucocorticides no modelo de co-cultura de

osteoclastogénese in vitro. Neste estudo os autores descreveram gque OPG
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ligante(OPGL) liga-se a uma célula progenitora hematopoiética Unica que
esta comprometida com a linhagem dos osteoclastos e estimula a rapida
inducdo de genes que caracterizam o desenvolvimento de osteoclastos.
OPGL ativa diretamente osteoclastos isolados maduros in vitro, e a
administragéo de curto prazo em ratos adultos normais resulta na ativagdo
dos osteoclastos associado com hipercalcemia sistémica. Segundo 0s
autores OPGL é um fator de diferenciacéo e ativacao de osteoclastos, sendo
gue os efeitos do OPGL estdo bloqueados in vitro e in vivo por OPG,
sugerindo que OPGL e OPG seriam os fatores de regulagéo extracelular

essenciais no desenvolvimento dos osteocl astos.

NAKAGAWA et al. (1998) descreveram que o fator de
diferenciacdo de osteoclastos (ODF) € um ligante para o fator de inibicéo
da osteoclastogénese / osteoprotegerina (OCIF / OPG), e media um sina
essencial para a osteoclastogénese. A forma solivel de ODF liga-se
diretamente aos progenitores de osteoclastos, 0 que sugeriu a presenca de
um receptor ligado a membrana para ODF (ODFR) nas células. Para
entender o0 mecanismo de transducéo de sina mediador de ODF na
osteoclastogénese, Os autores clonaram o ODFR molecularmente de uma
linha de osteoclastos macréfagos-like das células progenitoras de ratos. A
andlise da sequéncia de nucledtidos revelou que ODFR foi idéntica a
RANK, um membro recentemente identificado da familia de receptores do
fator de necrose tumoral (TNFR), que estd envolvida na regulacdo da
funcdo de células dendriticas. Um anticorpo poli-clonal contra o dominio
extracelular de RANK induziu osteoclastogénese na presenca de fator de
estimulacéo de coldnias de macréfagos (M-CSF). Em contraste, tanto um
RANK solavel e fragmento Fab bloquearam a ligagcdo de ODF com RANK

e mediadores de osteoclastogénese ODF. Estes resultados indicam que
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RANK € o receptor de sinalizacdo essencia para o mediador de
osteoclastogenese ODF-.

HOFBAUER et al. (2000) relataram que embora hormoénios e
citocinas regulem vérios aspectos da formacdo de osteoclastos, entre os
dois ultimos efetores estdo o ligante de osteoprotegerina (OPG-L) e o fator
de diferenciacéo de osteoclastos (ODF), um membro recentemente clonado
da superfamilia do fator de necrose tumora e fator de estimulacdo de
colénias de macréfagos. Os autores relataram gque as moléculas OPG-L /
ODF seriam produzidas por células de linhagem osteoblasticas e exercem
seus efeitos bioldgicos por meio da ligacdo ao seu receptor, receptor de
ativacao de diferenciacéo de osteoclastos (ODAR) / ativador de receptor de
fator nuclear-kB (RANK), em células de linhagem de osteoclastos.
Segundo os autores a ligagdo resulta na rapida diferenciacéo de precursores
de osteoclastos em medula dssea para amadurecer osteoclastos e, a
concentragbes mais elevadas, o aumento na atividade funcional e a
apoptose de osteoclastos maduros é reduzida. Os autores enfatizam que a
atividade biologica de OPG-L / ODF é neutralizado pela ligacdo a
osteoprotegerina (OPG) / fator inibidor de osteoclastogénese (OCIF), um
membro da superfamilia de receptores de TNF, que também é secretado

pelas células da linhagem dos osteobl astos.

KANZAKI et al. (2002) examinaram como O estresse mecanico
afeta a atividade de suporte de osteoclastogénese de células do ligamento
periodontal (LPD). Levantou-se a hipotese que a compressdo mecanica
promove osteoclastogénese através da inducdo da cicloxigenase 2 (COX-
2), promovendo a producdo de prostraglandina E2(PGE2), o que resulta no

aumento da regulacdo da expressdo de RANKL nas células do LPD. Para
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testar esta hipotese, os autores utilizaram um sistema de cultura de células
primarias do ligamento periodontal humano. Elas foram compactadas
continuamente e, em seguida foram co-cultivadas com células
mononucleares de sangue periférico durante 4 semanas. As células do LPD
sob estresse mecanico tiveram um aumento de fatores de osteoclastogenese
em PBMC. Além disso, a expressdo de RNAmM de RANKL em células do
LPD aumentou com a forca de compressdo. Curiosamente, a expressao de
OPG permaneceu constante ao longo de forga de compressdo ou com o
tratamento de PGE2. Em conclusdo, a forca de compressdo regula a
expressio RANKL em células do LPD. Além disso, a expressdo de
RANKL devido ao stress mecanico em células do LPD era dependente de
PGE2.0s autores demonstraram que fibroblastos do LPD, expressaram
elevada atividade de fosfatase alcalina, e que podem auxiliar na

osteoclastogénese quando sob carga compressiva.

REDLICH et al. (2004) descreveram que a capacidade das fibras
glasticas em responder a estimulos mecanicos sugere que essas fibras
desempenham um papel central na adaptacdo fisioldgica a estimulos
externos, incluindo aplicacéo de forga ortodontica. O objetivo deste estudo
foi examinar o efeito de pressdo externa simulando forca ortodontica em
culturas de fibroblastos do tecido do ligamento periodontal humano
(hPDLF) e avaliando a expressao génica de tropoelastina. A simulacéo de
pressao externa foi obtida por centrifugacéo durante 10, 30, 60, 90 e 120
min dos hPDLF num rotor horizontal de microplacas. Andlise semi-
guantitativa g°PCR do RNAmM de tropoelastina foi realizada e B-actina foi
utilizada como um controle interno ndo variavel. Enguanto a forca

centrifuga nos niveis de RNAmM da B-actina mostrou quase nenhuma
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mudangca, os niveis de RNAmM da tropoelastina aumentou
significativamente para um nivel de pico de mais do que quatro vezes
depois de 30 min. Posteriormente, aos 60 min, foram mantidos os niveis de
RNAmM em mais de trés vezes. Apds 90 minutos, o nivel de RNAmM
reduziu-se ao nivel controle. Este estudo demonstrou que tropoelastina foi
expresso em hPDLF e que a pressdo causou uma significativa maior
regulacéo (up-regulation) dependente do tempo. A capacidade de resposta
do gene tropoel astina para forgas mostrou sua possivel importancia clinica
no movimento dentario ortodéntico. Mais estudos, contudo, serdo
essenciais a fim de saber se a expressdo elevada do gene in vitro também
seria seguido por sintese da proteina correspondente e deposicdo in vivo na

matriz extracelular (ECM) do ligamento periodontal (LPD).

NISHIJMA et al. (2006) realizaram um estudo para determinar os
niveis de receptor ativador de fator nuclear de kB ligante (RANKL) e
Osteoprotegerina (OPG) no fluido crevicular gengival (GCF) durante os
movimentos dentérios ortodénticos. Um segundo objetivo foi investigar o
efeito da forca de compressdo na producéo de RANKL e de OPG pelas
células do ligamento periodontal humano (hPDL). Dez pacientes
adolescentes foram incluidos. O GCF foi coletado da margem cervical
distal dos dentes experimentais e controle a 0,1, 24 e 168h apds a forca de
retracao ser aplicada. Um estudo in vitro foi feito para examinar a secregéo
de RANKL e OPG das células do hPDL ap6s a aplicacdo de forca de
compressdo (zero, 0.5, 1.0, 2.0 e 3.0 g/lcm® por 48hs) com cilindros de
vidro nas respectivas forgas. Foram utilizados Kits de ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) para determinar os niveis de RANKL
e niveis de OPG no GCF e no meio condicionado. Como resultado, os

niveis de RANKL no GCF foram significantemente mais altos, e os niveis
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de OPG foram significantemente mais baixos nos caninos experimentais do
gue nos dentes controle em 24h, mas ndo houve diferenca estatisticamente
significante a 0,1 ou 168h. Os estudos in vitro indicaram que a forca de
compressao aumentou significantemente a secrecdo de RANKL e diminuiu
a de OPG nas células do hPDL de uma forma dependente do tempo e da
magnitude da forca. A secrecdo de RANKL estimulada pela compressao
aumentou aproximadamente 16.7 vezes e a de OPG diminuiu 2.9 vezes,
comparada com o grupo controle. Os resultados obtidos sugeriram que as
alteracOes da quantidade de RANKL e OPG poderiam estar envolvidas na

reabsorcao 6ssea como resposta a forca de compressao.

NAKAO et al. (2007) estudaram a forca de compressdo
intermitente para verificar se esta estimula a reabsor¢do Gssea no
tratamento ortodontico. Este estudo examinou o mecanismo molecular em
células do ligamento periodontal de humanos (hPDL) estimulados por uma
forca intermitente. Células do hPDL foram submetidas a uma forca de
compressdo (2,0 ou 5,0 g /cm?) durante 2 a 4 dias. Forcas continuas ou
intermitentes foram aplicadas durante todo o dia ou durante 8 horas por dia,
respectivamente. No terceiro e quarto dia, o dano celular foi menor com

forca intermitente do que com forga continua. No quarto dia, expressdes de
RANKL elL-1p foram maiores com forgas intermitentes do que com forca
continua. Um antagonista do receptor de IL-1 inibiu a expressdo de
RANKL induzida por forga compressiva. Estes resultados indicaram que a
IL-1B é um fator autécrino de regulacdo de compressao expressao induzida

por RANKL em células PDL, e que aforca intermitente pode efetivamente

induzir aRANKL em células PDL com menos danos celulares.
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NAKAJMA et al. (2008) relataram que 0 estresse mecanico
ocasionado pelo aparelho ortodontico induz a producdo de substancias
biologicamente ativas. Fator de crescimento de fibroblastos é uma citocina
multifuncional que possui varios efeitos nas células fibroblésticas, e fator 2
de crescimento de fibroblasto desempenhando um papel importante na
remodelacdo do ligamento periodontal. O receptor ativador do fator nuclear
kB ligante (RANKL) € uma importante proteina envolvida na
osteoclastogénese e os autores relataram recentemente que os niveis de
RANKL foram aumentados pela for¢a de compressio in vitro. No presente
estudo foram investigados os efeitos da forca de compressao no fator 2 de
crescimento de fibroblastos e producdo de RANKL pelas células do
ligamento periodontal humano. Uma forca de compressdo (0,5 - 4,0 g/cm?)
foi aplicada nas células do ligamento periodontal humano por O - 24 horas,
utilizando cilindros de vidro com diferentes pesos. As quantidades de
RANKL (sRANKL) soltveis e fator 2 de crescimento de fibroblastos
foram medidas usando ELISA enquanto que os niveis de RNAmM foram
determinados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Além disso,
anti-fator 2 de crescimento de fibroblastos foram adicionados para os meios
de cultura de células e mediram a inibicdo de sSRANKL e fator 2 de
crescimento de fibroblastos pela enzyme linked immunosorbent assay. A
forca de compressdo induziu a um nivel mais alto de RANKL e fator 2 de
crescimento de fibroblastos no tempo e magnitude da forca de uma forma
dependente. Tratamento com fator 2 de crescimento anti-fibroblasto inibiu
a liberacdo da sRANKL. Concluiram que o fator 2 de crescimento de
fibroblasto poderia estar envolvido parcialmente na osteoclastogénese

durante o movimento dental.
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TYROVOLA et al (2008) revisaram as guestdes envolvendo
reabsor¢do radicular odontoclasticas, que € um problema clinico
significativo em relacdo a movimentacdo ortodontica, e reabsorcéo das
raizes dos dentes deciduos é um fenémeno bioldgico intrigante. A funcéo
coordenada do sistema OPG / RANKL / RANK parece contribuir ndo s
para a remodelacdo alveolar, mas também para reabsorcdo durante a
movimentacdo ortodontica e reabsorcdo radicular fisiologica. OPG e
RANKL estdo relacionados com a regulacdo da homeostase Ossea pela
sistema OPG /RANKL, e a determinagéo de suas concentragdes poderia ser
util para prever a taxa de remodelagdo Ossea durante a movimentacdo
ortodontica, o efeito liquido entre a remodelacdo Ossea e 0 grau de
reabsorcao radicular. Por isso, um estudo dos niveis de OPG e RANKL no
sangue e no GCF, em relacdo ao grau de reabsorcéo radicular durante a
movimentagcdo ortoddntica, utilizando animais experimentais saudaveis,e
com um design experimental cuidadosamente planegjado e organizado, pode

ser que sgja capaz de responder a essa pergunta.

BLOEMEN et al. (2009) investigaram os efeitos da interagéo
célula-célula na expressdo de RNAmM de moléculas de adesdo e moléculas
envolvidas na formacdo de osteoclastos em culturas de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e fibroblastos de ligamento
periodontal primarios humanos, ambas como culturas solitérias e em co-
cultura. Analisou ainda a formacdo de fosfatase &cida tartarato resistente
(TRAP) positivas, células multinucleadas, e avaliaram suas habilidades de
reabsorcdo Ossea. Curiosamente, a expressdo do gene da molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e de genes relacionados a
osteoclastogénese (RANKL, RANK, TNF-a e IL-1b) foi atamente

regulada para cima nas co-culturas em comparagéo com monoculturas e a
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sobre-regulacéo refletiu um aumento sinérgico de 5-10 vezes devido a
interac8o célula-célula direta. A expressdéo de RNAmM no caso de contato
célula-célula ndo foi alterada, o que indica que a adeséo heterotipica, entre
células de diferentes tipos, € necessdria para 0 aumento na expressao do
gene. O estudo indica que a adesdo célula-célula entre precursores de
osteoclastos e os fibroblastos dos ligamentos periodontais modula
significativamente a resposta celular que favorece a expressao de genes de

diferenciacéo de osteoclastos e a formacéo final de osteoclastos.

YAMAGUCHI (2009) estudou a movimentacdo ortodontica
descrevendo que a mesma € induzida por estimulos mecanicos e facilitadas
pelo remodelacdo do ligamento periodontal (LPD) e osso alveolar. Uma
pré-condicdo para estas atividades de remodelacdo, e, finalmente, para o
deslocamento do dente, € a ocorréncia de um processo inflamatério. Esta
avaliacdo abrangeu o conhecimento sobre o papel do receptor ativador de
fator nuclear kB (RANK), do receptor ativador de fator nuclear-xB ligante
(RANKL), e a osteoprotegerina (OPG) nas reagOes dos tecidos
periodontais, em resposta aos forgas ortodonticas. Foi descoberto que as
concentragdes de RANKL no fluido crevicular gengival (FCG) aumentou
durante 0 movimento ortodontico, e a proporcdo de concentragcdo de
RANKL para a de OPG no GCF foi significativamente maior do que em
locais de controle. Foi demonstrado in vivo a presenca de RANKL e
RANK em tecidos periodontais durante a movimentacdo dentaria
experimental de molares de ratos, e que as células do PDL sob estresse
mecanico podem induzir a osteoclastogénese através de regulacéo positiva
da expressso de RANKL durante a movimentagcdo ortodontica.
Considerando a importancia de RANK, RANKL e OPG na formagao de

osteoclastos fisiolégico, 0 autor sugere que € razoavel propor que a
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sistema de RANKL / RANK / OPG desempenha um papel importante na

movimentacao ortodontica.

KIM et al. (2009) Estudaram se as células do ligamento periodontal
humano (hPDL) poderiam  produzir RNAmM relacionados a
osteoclastogénese e examinou Como cargas compressivas afetam a sua
expressdo em células do hPDL. Células do PDL foram obtidas a partir de
pré molares extraidos para o tratamento ortodéntico. A forca de
compressdo foi gjustada, aumentando o nimero de vidros. As células foram
submetidas a uma forca de compresséo de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 ou 4,0 g/ cm2
para 0,5, 1,5, 6, 24 ou 48 horas. A analise de transcricdo reversa na reagéo
em cadeia de polimerase (RT-PCR) foi realizada para examinar os niveis
de M-CSF, IL-1B, RANKL, a expressdéo do RNAmM de OPG. células
humanas sob carga compressiva demonstraram um aumento de M-CSF,
IL-1f e expressdo de RNAmM RANKL com umaforcade até2 g/ cm? e de
modo dependente do tempo. No entanto, a expressao do RNAm de OPG foi
constante, independentemente do nivel e duracdo do estresse. A carga
compressiva continua induziu a expressio do RNAmM de citocinas
osteoclastogénicas incluindo M-CSF, RANKL, IL-1p em células PDL.
Juntamente com um nivel de RNAmM de OPG inalterada, estes resultados
sugerem que a osteoclastogénese induzida por tensdo de compressdo in
vivo é parcialmente controlado por M-CSF, RANKL e expressdo de IL-1

em células PDL.

KOOK et al. (2009) apresentaram neste estudo que mais células
semelhantes a osteoclastos foram induzidas nas co-culturas de células da
medula 6ssea com ligamento periodontal do que os fibroblastos gengivais,

e este foi consideravelmente maior quando anticorpo anti-osteoprotegerina
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foi adicionada as co-culturas. Os niveis de RNAmM de receptor ativador de
factor nuclear kappa B ligante foram aumentados em ambas as popul agoes,
guando eles foram cultivados com dexametasona e vitamina D3. As forgas
centrifugas inibiram a osteoclastogénese de ambas as popul acoes, e este foi
provavel mente relacionado com a sobre-regulacdo de OPG induzida pela
forca. Estes resultados sugerem que os fibroblastos do ligamento
periodontal sd0 naturalmente melhores na inducdo dos osteoclastos em
relacdo aos fibroblastos gengivais, e que a forca centrifuga inibiu a
osteoclastogénese através dos fibroblastos periodontais e da producdo de
OPG.

LE GALL & SASTRE (2010) estudaram o0s principios
fundamentais envolvidos na remodelacdo 0ssea. As forcas aplicadas pelos
aparelhos ortodénticos sdo convertidas em sinais celulares através da
deformacéo das paredes 6sseas e da reacdo inflamatdria que elas provocam.
Sucessivamente, as numMerosas citocinas que sdo criadas por esse processo,
ativam outros mensageiros que diferenciam, ativam e inibem a variedade
celular envolvida na movimentagéo dentaria e que sdo indispensaveis na
realizagdo de movimentos dentérios répidos e harmoniosos, respeitando os
limites fisiolégicos para evitar as repercussdes indesgjadas (reabsorcdo e
anquilose radicular) ou recidivas. Concluiram que 0s recentes avancos na
area da biologia tem levado a um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na movimentacdo ortodontica. Dependendo do estado da
movimentacéo dentaria, diferentes interacOes célula-célula e célula-matriz
extracelular ocorrem, e estas determinam a forma de remodelagéo do osso e

do ligamento.
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HACOPIAN et al. (2011) descreveram que 0S mMmecanismos
biol6gicos do movimento dentario se baseiam na resposta dos tecidos
periodontais para forcas mecanicas. O resultado final desta resposta € a
remodelacdo da matriz extracelular. O objetivo do presente estudo foi
analisar os efeitos da forca centrifuga na transcricdo de colageno tipo |
(Cal-I), matriz de metaloproteinase-1 (MMP-1), e inibidor de tecido de
genes de metaloproteinase-1 (TIMP-1) em fibroblastos do ligamento
periodontal (PDL) humano. Fibroblastos humanos obtidos a partir do PDL
foram cultivados e submetidos & forcas centrifugas (36,3 g/cm?) de 30, 60 e
90 min de forma continua. Isto também foi realizado ininterruptamente,
trés vezes, durante 30 min e seis vezes durante 15 min. A codificacéo de
RNAmM para Col-I, MMP-1, e TIMP-1 foram quantificados utilizando RT-
PCR. Os niveis de RNAm de Col-l e MMP-1 foram aumentados quando
forca continua foi aplicada durante 30 min e 60 min, respectivamente. A
forca interrompida teve quase nenhum efeito em genes Cl-I, MMP- 1 e
TIMP-1. Estes resultados indicaram que as forgas continuas tiveram um
efeito maior na inducdo da expressdo de genes durante o processo de
remodelacdo de PDL em comparagcdo com as forgas interrompidas com

curto periodos de descanso.

KOOK, JANG & LEE (2011) relataram que fibroblastos do
ligamento periodontal (PDLF) sentem e respondem a estimulos mecanicos
e participam da reabsorcdo 6ssea aveolar durante o tratamento ortodontico.
Este estudo examinou como o PDLF influencia a osteoclastogénese de
macrofagos derivados da medula éssea (BMM), apds a aplicacéo de tenséo
ou forca de compressdo. Investigaram também se linfocitos poderiam ser
um estimulador primario da ativagdo osteoclastica durante remodel agéo

Ossea alveolar. Os autores descobriram que as forcas mecanicas inibiram a
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diferenciacdo osteoclastica de BMM em co-culturas com PDFL, com
PDFL produzindo predominantemente osteoprotegerina (OPG), em vez de
receptor ativador do fator nuclear-kB (NF-xB) ligante (RANKL). Em
particular, o FLP aumentou a expressao do fator de necrose tumoral (TNF-
a) em resposta a compressao. TNF-o exdgeno aumentou o0 numero de
células TRAP- positivas e formacdo de poco em co-culturas de BMM com
células Jurkat, mas ndo com células BJAB e este efeito foi quase
totalmente inibido por anticorpos anti-TNF-a, ou do receptor de TNF-a.
Coletivamente, os resultados sugeriram que FLP podem secretar niveis
relativamente altos de TNF-a no lado de compressdo do que no lado de
tensdo e este desequilibrio conduz a expressado de RANKL, ativando CD4p
células T, o que facilitou a reabsorcdo Ossea durante a movimentagéo

dentaria ortodontica.

Li et al. (2011) elaboraram um modelo tridimensional com tecido
de ligamento periodontal humano (hPDL) usando uma folha fina de acido
l&ctico-co-glicdlico que serviu como scaffold. Apds sujeitos ao aumento da
compressdo estética de 5 - 35 g/cm?, durante 6 horas, a expressdo de
RNAmM de RANKL foi significativamente regulada para cima pela forca >
25 g/cm? no modelo. Depois de ter sido submetido a compress3o estética de
25 glcm® para 6 - 72 horas, a expressdo de RNAm de PTHrP, IL-11, IL-8, e
FGF-2, potenciais indutores de osteoclastogénese, foi significativamente
expressa no modelo, o que foi adicionalmente verificado pela compresséo
de PDL humana in vivo. No entanto, quando fibroblastos gengivais
humanos foram substituidos por células PDL no modelo, quase nenhum
dos indutores de osteoclastogénese foram expressos por forcas de
compressdo. Os resultados forneceram novas evidéncias de que OPG

também é um gene mecanorresponsivo em hPDL, e suaregulacéo negativa
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imediata ap0s a compressao pode contribuir para a inducdo da
osteoclastogénese. Este modelo de tecido pode servir como uma ferramenta

eficaz para o estudo da resposta mecanica do ligamento periodontal.

MAYAHARA et al. (2012) compararam a diferenca funcional em
osteoclastogénese entre células do ligamento periodontal humanos (hPDL)
e osteoblastos humanos normais (HOB) sobre a aplicacdo da PGE2
produzida por HPDLs em resposta ao estresse mecanico. Foi examinada a
expressdo de RANKL, osteoprotegering, e fatores estimulantes de colonias
de macréfagos apds 48horas. Em seguida, para confirmar se 0 RANKL
produzido por tratamento de PGE2 induz osteoclastogénese ou nao.
Quando exposto a PGE2 a expressdo aumenta significativamente para
RANKL em comparagcdo com HOBs ou HPDLs. Com acréscimo de PGE2
resultou em expressao significativamente menor de osteoprotegerina em
HOB comparado com hPDL. Os resultados sugerem que 0s osteoblastos
podem influenciar fortemente a estimulacéo de osteoclastogénese através
de RANKL, induzida por PGE2 nos tecidos periodontais, em comparagao
com PDL.

JACOBS et al. (2013) enfatizaram gue no tratamento ortodontico a
forca correta de tensdo mecanica tem um papel importante na remodel agdo
Ossea durante a movimentacdo dos dentes. O objetivo deste estudo foi o de
investigar a diferenciacdo osteogénica de fibroblastos do ligamento
periodontal humano submetidos a aplicacéo de for¢a mecanica comparando
com osteoblastos. No experimento in vitro fibroblastos e osteoblastos
foram expostos as diferentes forgas (1% = 0,7 cN/mm?, 5% = 3 cN/mm? e
10% = 5,2 cN/mm?) de pressdo mecanica estética durante 12 horas. A

viabilidade celular foi avaliada por MTT e a apoptose por meio do ensaio
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de TUNEL. A expressdo do gene de ciclina, fosfatase acalina, colageno |,
osteocalcina, osteoprotegerina (OPG) e RANKL foram investigados
utilizando a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). A
sintese de OPG e RANKL foi medida pelo ensaio de ELISA e a atividade
da fosfatase alcalina por meio do ensaio colorimétrico. Em cultura de
fibroblastos do ligamento periodontal humano, na aplicacdo de 10% de
forca de compressdo estatica 0 PCR mostrou maior aumento da expressao
para OPG comparado com RANKL, assim como quando aplicada uma
forca de compressao de 5%. Os fibroblastos e os osteoblastos mostraram-se
dependentes da forca na sintese de Osteoprotegerina e atividade da
fosfatase alcalina, enquanto os osteoblastos demonstraram uma diminuigéo
na sintese de osteoprotegerina e da atividade da fosfatase acalina quando
aplicada forca compressiva de 10%. Diferenciagdo osteogénica de
fibroblastos correlacionou-se com o aumento da forca de compressao.
Osteoblastos mostraram diminuicdo da sua atividade quando foram
submetidos as forcas mais adtas, demonstrando um potencial
comprometimento na remodelacdo Ossea. Forcas compressivas de 5%
proporcionaram melhores condigdes para a formagdo 6ssea durante e apos

amovimentagao mecanica dos dentes.

KIM et al. (2013) redlizaramn um estudo para elucidar o
envolvimento da viaintegrina-FAK (quinase de adeséo focal) na expressao
de RNAm do fator estimulante de colénias de macréfagos induzida por
estresse compressivo M-CSF), factor de necrose tumoral (TNF) -a, ativador
do receptor do factor nuclear kB (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) e
para confirmar ainda mais o papel do complexo integrinaFAK como
mecanorreceptores em células do ligamento periodontal. As células foram

obtidas a partir de pacientes que tém primeiros pré&-molares saudaveis
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extraidos para fins ortodénticos. Células do PDL cultivadas foram
divididas em trés grupos: o grupo controle no qual estresse compressivo foi
administrado; o grupo de controle negativo em que a compressao foi
administrado apds a transfeccdo de SSIRNA de controle negativo; e grupo
knockdown FAK em que o estresse mecanico foi administrado apos o
tratamento com FAK sIRNA. A carga compressiva (2 g / cm2) teve
duracdes de tempo de (0,5, 2, 6, 24, 48 h). O RNA tota foi colhido apds o
experimento e a andlise de PCR em tempo rea foi realizado para
determinar a expressdo de RNAmM nos niveis de FEC-M, TNF-a, RANKL e
OPG. Além disso, o0 sobrenadante foi analisado por ELISA para detectar as
concentragbes de citoquina correspondente. As células do grupo de
controle e 0 grupo de controle negativo expressaram niveis de RNAmM mais
elevados de M-CSF, TNF-a, e RANKL, mas um nivel inferior do RNAmM
de OPG. Células knockdown FAK mostraram niveis mais baixos na
expressdéo de RNAm de M-CSF, TNF-a, e RANKL, mas um nivel de
expressdéo de RNAmM de OPG maior do que a do controle. O nivel de
expressdo de RNAm de OPG em células knockdown FAK era ainda mais
elevada do que a de linha de base. Os resultados de ELISA mostrou padréo

semel hante de variagao da concentracéo de citoquinas.

SAMINATHAN, VINOTH & CAO (2013) afirmaram que houve
indmeras tentativas de se construir um modelo in vitro do ligamento
periodontal incorporando-se células do ligamento em varios polimeros,
sgjam sintéticos ou naturais, sendo o colageno o mais comumente utilizado.
O principal objetivo deste trabalho foi o de projetar e caracterizar as
construcdes tridimensionais, semeando células do ligamento periodontal
em peliculas de hydrogel de gelatina de hialuronano (80-100 pm) num

formato capaz de ser deformada mecanicamente. Arcaboucos com



26
Literatura

ligamento periodontal humano foram cultivados usando ou néo fatores de
crescimentodo tecido conjuntivo (CTGF), que é mitégeno para fibroblastos
e capaz de direcionar a diferenciacdo de células progenitoras do ligamento
periodontal, e fatores de crescimento de fibroblastos (FGF-2) que é
mitdgeno para células do ligamento periodontal, em culturas estéticas e
culturas mecanicamente ativas submetidas as forcas ciclicas de 12% em 0.2
Hz a cada minuto, 6 horas por dia, numa unidade de forga no Flexcell FX-
4000. Os seguintes pardmetros foram medidos. nimero de células e
viabilidade celular verificadas por microscopia confocal de varredura;
proliferacdo celular com ensaio MTS; a expressdo de um panel de 18
genes utilizando a reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)
usando o SYBR® Green Master Mix; ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
ELISA. Embora inicialmente distribuidas aleatoriamente, as células se
organizaram em uma bicamada no 7° dia; células apoptdticas mantiveram-
se constantes a cerca de 5% do tota. CTGF/FGF-2 estimularam a
proliferacdo celular em culturas estacionarias, mas valores de quantidades
relativas sugeriram efeitos modestos sobre a expressdo génica. Com relagao
aos genes de RANKL e OPG, OPG foi mais expresso sem a adicéo de
fatores de crescimento em relacdo a RANKL. Concluiram que os
arcaboucos de tecido tridimensionais s&o mais complexos que os sistemas
de cultura em monocamada, e sugeriram algumas suposi¢coes a respeito do
crescimento celular, diferenciacdo e dobra da matriz baseada em culturas
bidimensionais que podem ser aplicadas as células em matrizes

tridimensionais.

QIN & HU (2014) enfatizaram que enguanto a sinalizagcdo da
mecanotransducao foi comprovada essencial para a regeneracao de tecidos,

continua critica para determinar respostas celulares especificas tais como
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Sinais mecanicos e mecanismos subjacentes. O fluxo de fluido dinamico
induzido por carga mecéanica tem sido demonstrado que tém potencial para
regular a adaptacéo 0ssea e reduzir a sua perda. Vias de mecanotransducéo
s80 de grande interesse na elucidagdo da producéo de sinais mecanicos e
tais efeitos observados incluiram reducdo da perda Ossea, aumento da
formacéo dssea e diferenciacdo de células osteogénicas. O objetivo desta
revisdo foi desenvolver uma compreensdo molecular dos processos de
mecanotransducdo em regeneracdo tecidual podendo fornecer novos
insights sobre a fisiologia Ossea. Foi discutido o potencia de carga
mecanica utilizada parainduzir o fluxo de fluido 6sseo dinadmico, regulacéo
de adaptacéo Ossea e otimizacdo de pardmetros de estimulacdo em véarios
niveis de carga. O potencial de carga mecanico para regular a
microcirculacdo também foi discutida. Estes dados e discussoes destacaram
0 processo ainda altamente complexo e coordenado de mecanotransducao

na regeneracdo do tecido 0sseo.

SOKOS, EVERT, de VRIES (2014) afirmaram em uma revisao de
literatura gque o dente ndo pode se deslocar no 0sso alveolar sem a presenca
do ligamento periodontal. Aplicando-se diferentes tipos de forgas
mecanicas nos fibroblastos do ligamento periodontal pode resultar em uma
modulacdo na sua habilidade de produzir molécula que séo associadas a
osteoclastogénese. A amplificacdo dessas forgas, tende a causar um
aumento na expressao génica de RANKL, dependendo do tempo e forca
aplicados, por meio de um aumento na producéo de prostaglandinaE2, mas
sem efeitos nos niveis de OPG. A sintese de RANKL foi hipo-expressa e
de OPG hiper-expressa em resposta a 1 hora de forcas de tensdo e
compressao, o0 gque levou a uma reducéo de células osteoclasticas. Concluiu

gue, com relacdo a formacdo osteoclastica, os fibroblastos do ligamento
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periodontal possuem um duplo papel significante na remodelagéo do 0sso
alveolar. Em condicOes fisiol6gicas pode sintetizar altos niveis de OPG
comparado a RANKL, que possui um efeito inibitério na
osteoclastogénese. Quando o equilibrio fisiologico é perturbado, segja por
forcas mecénicas ou infecgdo bacteriana, a producdo de moléculas que
estimulam a osteoclastogéneses € aumentada, levando possivelmente ao

aumento de osteocl astos.

NETTELHOFF et al. (2015) investigaram e compararam in vitro as
alteracOes em fibroblastos do ligamento periodontal humano e osteobl astos,
apos a aplicacdo de forga de compressdo utilizando dois diferentes tipos de
cargas. Os fibroblastos e osteoblastos foram expostos as forgas
compressivas computadorizadas (Compression Plus System Flexcell — FX-
3000) com uma magnitude de 2 cN/mm? e 4 cN/mm? durante 12 horas para
simular forgas moderadas e altas respectivamente. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio MTT e ataxa de apoptose pelo ensaio do TUNEL. As
expressdes dos genes da fosfatase alcalina, osteocalcina, osteoprotegerina e
RANKL foram analisadas usando a reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR). Osteopontina, matriz metaloproteinase e inibi¢do do
tecido de metaloproteinase foram quantificados pelo ensaio ELISA. A
forca de 4 cN/mm® (forca dta) diminuiu a viabilidade celular,
especialmente nos osteoblastos, mas n&o induziu ao aumento da apoptose.
A expressdo do gene de fosfatase acalina aumentou depois de mais de 2
cN/mm? nos fibroblastos e apés 4 cN/mm?nos osteoblastos. Osteocalcina
ndo sofreu alteracdo apOs a aplicacdo das forcas compressivas. A maior
relacdo de RANKL/Osteoprotegerina foi medida apds a aplicacéo de 2
cN/mm? em ambos os tipos celulares. Concluiram que os osteoblastos

manifestaram um maior efeito sobre a remodelacdo Gssea por meio da
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regulacéo positiva da Osteopontina, enguanto os fibroblastos facilitaram a

movimentagao ortodontica, influenciando a matriz extracelular por meio da
proporcao de metaloproteinase 8 e 1.
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1. METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

- Primério

- Experimental
- Longitudinal

- Prospectivo

- Centro Unico
- Aleatorizado

1.2 AMOSTRAS

Foram col etados fragmentos de ligamento periodontal humano de
10 pacientes submetidos a extragcdo de terceiros molares inclusos
(intra-0sseos) com indicagdo ortodontica. Os fragmentos foram
isolados, separados e cultivados os fibroblastos do ligamento

periodontal.

4.3 SELECAO DOS PACIENTES SUBMETIDOS A CIRURGIA DOS
TERCEIROSMOLARES

4.3.1 Critériosdeinclusdo
Foram incluidos no estudo pacientes de ambos 0s géneros, com

idades entre 18 e 30 anos, nado tabagistas, com 0s quatro terceiros molares
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inclusos (intra-0sseos) com indicacdo clinica e ortoddntica de remocgéo dos

mesmos, sem histéria de doencas e sem uso de medicamentos.

4.3.2 Critérios de ndo inclusdo

Ndo foram considerados candidatos a participagdo no estudo
pacientes que apresentavam terceiros molares com necessidade de
odontosecgdo ou desgaste coronario, processos inflamatorios e infecciosos
locais, alteracdes patologicas locais (cistos, granulomas) e alteractes de

ordem sistémicas.

4.3.3 Critérios de exclusao
I mpossibilidade de se adquirir 4 mm? de ligamento periodontal,

contaminacdo da cultura de células e a ndo confluéncia das garrafas.

44 |ISOLAMENTO E CULTIVO DOS FIBROBLASTOS
DERIVADOSDO LIGAMENTO PERIODONTAL

4.4.1 Obtencao do ligamento periodontal humano

O ligamento periodontal foi obtido por meio da raspagem radicular
de terceiros molares inclusos descartados apos serem extraidos de pacientes
atendidos no ambulatério odontoldgico do Hospital Municipa de
Urgéncias de Guarulhos. As cirurgias foram realizadas pelo proprio
pesquisador. A técnica operatdria foi padronizada para todos os pacientes
da seguinte forma: 1) antissepsia extra oral com Clorexidina a 4% e
antissepsia intra oral com Clorexidina a 0,12%, 2) colocacdo dos campos
operatorios esterilizados, 3) anestesia local com Alphacaine 100 a 2% com
Epinefrina 1:100.000 1,8 ml, com seringa carpule, agulha 27G 4) inciséo

com bisturi lamina 15, 5) descolamento muco-periosteo com
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sindesmétomo, 6) osteotomia por caneta de alta rotacdo com broca 703, 7)
remocao do dente impactado com elevador reto, 8) colocagéo do dente
removido imediatamente no cubo conico de transporte, 9) toaete da
cavidade com soro fisioldgico 0,9%, 10) sutura por pontos simples (3 a5
pontos) com fio de seda 3-0, agulhado, com agulha triangular. Para o pés-
operatdrio foi prescrito antibidtico por sete dias (Amoxicilina 500mg) e
antiinflamatdério hormonal por trés dias (Dexametasona 4mg). As suturas

foram removidas sete dias apos as extracoes.

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico, acondicionou-se o0s
dentes em tubos conicos estéreis de 15 ml (Figura 1) contendo 5 ml de
solucéo de transporte com: meio de cultura AlphaMEM suplementado
com 1% de antibidticos e antifungico (5000U penicilina e 5000ug
estreptomicina + 25ug anfotericina-B) (Gibco, Gibco Industries Inc.,

Figura 1 — Terceiro molar apos a extragdo dentro do tubo
de 15 ml com meio de transporte, meio de cultura Alpha-
MEM suplementado com antibi6ticos e antifungico.

Os tubos com os dentes extraidos foram transportados para o

Laboratorio de Cultura de Células da Disciplina de Cirurgia Plastica da
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Unifesp até no maximo, seis horas apos o0 ato operatério. Os tubos foram
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo para que o transporte

fosse realizado corretamente.

442 |solamento e cultivo dos fibroblastos derivados do

ligamento periodontal

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em
capela de fluxo laminar (Fluxo Laminar Vertical, Pachane, Piracicaba,
Brasil), seguindo os protocolos de manutencao e esterilidade de materiais e
solucdes utilizadas. Os dentes foram lavados por quatro vezes com solucao
salina balanceada de Hank’s (HBSS —Sigma Aldrich CA, USA) e 1% de
antibidticos. Os fragmentos de ligamento periodontal de todos os dentes
foram obtidos por raspagem do terco médio da raiz (Figura 2) utilizando
um cabo de bisturi n°® 3 (Duflex SAA., Rio de Janeiro, RJ) e uma |amina
cirargican® 15 (Feather Safety, Razor Co., Ltda., Osaka, Japao).

-

Figura 2 — Raspagem do terco médio das raizes com
lamina de bisturi n°® 15 dentro do fluxo laminar para a
obtencdo do fragmento de ligamento periodontal.

De todos os pacientes foram coletados os quatro terceiros molares



35
M étodos

(superiores e inferiores),e a quantidade de raizes raspadas estavam
relacionadas a obtencdo da quantidade pré-fixada de tecido periodontal, no
caso, 4 mm®. Para afericdo da quantidade de tecido periodontal utilizou-se

uma placa milimetrada.

O tecido periodontal coletado foi inserido em um tubo conico de 15
ml (Corning, MA, USA) (Figura 3) contendo 4 ml de HBSSe entdo por
agitacdo manual foi lavado por quatro vezes em quatro tubos diferentes,

cada periodo de agitacéo foi em média de 45 segundos.

Figura 3 — Fragmento de tecido periodonta sendo

colocado dentro do tubo conico de 15 ml para lavagem
do materia coletado.

Na sequéncia o tecido periodontal foi inserido em um tubo conico de
15 ml contendo 5 ml de meio de cultura, 1mL de colagenase tipo 11 190.00
unit/mg (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e 1ml de dispase 1:80 unit/mg
(Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e foram entdo submetidas a uma
agitacdo de 300 rpm utilizando a agitadora orbital (Tecnal TE 420, S&o
Paulo, Brasil) a 37°C por 30 minutos. A solucédo de colagenase e dispase foi

neutralizada com a adicdo de 5 ml de meio de cultura Alfa-MEM (Lab
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Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB - Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e 1% de antibioticos e
antifungicos, denominado AlfaaMEM completo. Apds este periodo o tecido
remanescente foi descartado e a solucéo foi transferida para um outro tubo
de 15 ml e submetida a uma centrifugagdo com 0s seguintes parametros:
100g de forca centrifuga por seis minutos a temperatura ambiente
(Centrifuga Fanem Excelsall, Sdo Paulo, Brasil).

O sobrenadante foi descartado e o botdo de células foi ressuspendido
em 5 ml de meio de cultura AlphaaMEM completo e uma contagem de
células viaveis foi realizada utilizando-se contador de células automético
(Invitrogen - Countess, Seul, Korea).A solucéo contendo o meio de cultura
e as cdulas do ligamento foi inserida em garrafas de cultura de 25 cm?
(Corning, MA, USA). As garrafas foram levadas a uma incubadora e
permaneceram a uma temperatura de 37°C com 5% de CO, (Revco- Elite I,
Rio de Janeiro, Brasil). O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas até
atingir 80% de confluéncia. Quando a confluéncia de 80% foi atingida, que
em meédia durou entre 30 a 40 dias, foram realizadas cinco subculturas nas
quais utilizou-se tripsina 0,25% com EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, MO, USA).

O congelamento das células na quinta passagem foi realizado
utilizando-se o0 meio de cultura AlphaaMEM com 50% SFB inativado, 1%
de BSA (Bovine Serum Albumin, Albumina Sérica Bovina, Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA), e 10% de dimetilsulféxido (DM SO)
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA). A solucdo de congelamento
foi transferida para criotubos (Ciencor, Aton, S&o Paulo, Brasil) com uma

densidade de 1x10°célulassml. Os criotubos foram imediatamente
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colocados em gelo a 4°C e transferidos para o congelador a -20°C, onde
permaneceram por 1 hora. A seguir, foram transferidos para o freezer -
80°C, onde permaneceram por 48 horas e, armazenados no nitrogénio
liquido, onde as células foram mantidas a -196°C até a realizacdo dos

experimentos.

Para 0 descongelamento, o contetido do crio tubo foi transferido para
um tubo conico de 15 ml, acrescido de 4 ml de AlfaaMEM completo. A
suspenséo celular foi centrifugada a 100 g por 6 minutos. O sobrenadante
contendo DM SO foi desprezado e o botdo de células, ressuspenso em 15
ml de meio de cultura para AlfaaMEM completo. Foi realizado o cultivo
das células por até 48 horas para que €las pudessem aderir e ficar na placa.
Apobs, elas foram tripsinizadas e contadas de forma que houvesse 2x 10°em

200 pl de meio de cultura
45 APLICACAO DA COMPRESSAO ESTATICA CONTINUA

Para 0 ensaio de compressdo foi utilizada a densidade de 2x10°
células/poco diluidas em 200 Yy de meio AlfaaMEM completo. A
semeadura das células foi sempre realizada de forma que o meio de cultura
contendo as células fosse depositado no centro do poco e assim
permanecesse por 10 minutos para fixagcdo e na sequéncia o volume de
meio de cultura no pogo era completado até alcancar 2 ml. As células
foram pré-incubadas durante seis horas em meio de cultura contendo com
AlfaaMEM completo antes da aplicagdo da pressdo. Depois, 0 peso foi
aplicado sobre as células durante 6 horas naincubadora, ou sgja, elas foram

continuamente comprimidas utilizando uma compressdo uniforme,
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baseadas num modelo de compressao estatica continua para experiéncias in

vitro (Figura6).

Este modelo consistiu de um cubo de acrilico com as dimensdes de
2x2x2 cm colocado no centro de cada pogo da placa de cultura

imediatamente sobre as células (Figura 4).

Figura 4 — Modelo de cubo de acrilico
com dimensdes de 2x2x2cm.

Dentro do cubo foram inseridas esferas de aco inoxidavel para que se

pudesse manipular o peso (Figurab).
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Figura 5- Esfera de ago inoxidéavel dentro
do cubo de acrilico.
Esferade
Cubo de &0
acrilico
Poco com 3mm de
didmetro e com as
célulasem
monocamadas
Placa de

Figura 6— Pressdo aplicado sobre as céITJias.

Apbs a compressdo, pelo método de tripsinizagcdo as células foram

removidas da placa e |levadas para a avaliacdo dos resultados.

4.6 DESENHO DO EXPERIMENTO

4.6.1 Experimento
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Estudo realizado com as células derivadas de dez doadores de forma a

obter asinformagtes pertinentes as variaveis estudadas (Figura 7):

- Grupo Controle (GC) (sem compressao por 6 horas);
- Grupo Experimental 1 (GE1) (3,0 g/cm? por 6 horas);
- Grupo Experimental 2 (GE2) (4,0 g/lcm? por 6 horas);

@ 4/ 433

5 hmﬂ

| - — 2 l

Figura 7— Modelo de compressdo usado nos grupos
experimentais GE3 e GE4, cada placa de 6 pocos.

As cargas de 3g/cm? e 4g/cm? foram obtidas em um estudo piloto.

4.7 AVALIACOES

Para avaliagdo dos resultados foi utilizado o método de reagdo em
cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) que avalia a expressdo de
moléculas, utilizado com aparelho termociclador. A partir de uma molécula
de RNA se recria uma copia de DNA, ou DNA codificante (cDNA), e com

ciclos de aumento e diminuicdo gradativos da temperatura consegue-se
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amplificar o RNA primario em uma expansao geométrica. A vantagem do
PCR em tempo real € a possibilidade de quantificar de maneira precisa os
acidos nucleicos e com maior reprodutibilidade, porque determina valores

durante a fase exponencial da reacao.

4.7.1 EXTRACAO DO RNA

Nos tubos com as amostras de tecido foi acrescido 500 pl TRIzol
(Life Technologies). Primeiro foi realizado a homogeneizagdo da amostra
manualmente com 0 uso de uma pipeta, removendo e recolocando o
material no tubo, desta maneira promovemos umamaior lise celular.

ApoOs essa homogeneizagdo acrescentou 100 I de Cloroférmio
(Gibco, Gibco Industries Inc., EUA), o tubo foi agitado com auxilio do
agitador hipersbnico vortex (Labnet VX-200) por 15 segundos cada tubo.

Apbs um intervalo de 3 minutos, as amostras foram levadas para
uma centrifuga universal (HERMLE - LaborTechnik - Wehingen,
Alemanha) para a separacéo das fases (Figura 8).

FIGURA 8: Preparo para centrifugacao inicial, guste

darotagdo, temperatura e tempo.

A amostra foi centrifugada a 12000 RPM por 15 minutos a 4°C. A
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centrifugacdo separou a mistura em uma fase organica vermelho contendo
lipidios, acUcares, proteinas e fibras, uma interfase esbranquicada,
contendo o DNA, e uma fase aguosa superior incolor contendo RNA
(Figura 9). A fase aquosa superior incolor foi transferida para um tubo
estéril com auxilio de uma pipeta de 200l para tubos eppendorfde 2 ml e
acrescido de 250ul de Isopropanol (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA). A

interfase e a fase organica foram descartadas.

RNA

Figura 9: Extragcdo do RNA.

Apbs um intervalo de 2 minutos, os tubos foram levados novamente
para centrifuga a 12000 RPM por 10 minutos a 4°C. Terminado a
centrifugacéo o Isopropanol foi descartado, e prosseguiu-se com a lavagem
do sedimento de RNA aderido no fundo do tubo, adicionando 1 ml de
etanol a 75% [em agua com dietil pirocarbonato (DEPC) 0,1%], agitando
em seguida os tubos vigorosamente.

Os tubos foram novamente levados para a centrifuga a 12000 rpm
por 5 minutos a 4’C. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e

0s tubos mantidos abertos por 10 minutos para uma secagem a temperatura
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ambiente. O RNA foi ent&o ressuspenso com acréscimo de 50 ul de agua
DEPC.

A leitura das concentracbes de RNA foi redlizado com o
equipamento Gene Quant || Nano Vue (GE Healthcare UK) (Figuras 10 e
11).

Figura 10: Quantificador de RNA NanoVue GE ®.

Figura 11: Leituradaextragdo de RNA.
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As amostras foram congeladas a -20°C para posterior condugéo do
PCR.

4.7.2 Reagbes do Real Time—-PCR

Como controle endégeno da reacdo de PCR foi utilizado a Beta
Glucuronidase, também denominado normalizador GUSB.

Os primers foram desenhados através do software Primer Express
(Applied Biosystems, Warrington, UK). O composto utilizado foi o SYBR®
Green (Applied Biosystems, Foster City — CA, EUA).Para a reacdo de
gPCR foi utilizada a tecnologia SYBR Green, na qual 0 nUmero de copias
amplificadas de um determinado gene é proporcional a fluorescéncia

guantificada pel o equipamento, oriunda da liberag&o de fluorocromo.

As reacdes foram conduzidas no equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) (Figura 12).

>

&

R A
2

Figura 12: Detalhe do Termociclador.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados entre GC, GE1 e GE2 foi realizada pelo teste de
Friedman e os resultados obtidos da avaliagao entre os grupos GC, GE1 e
GE2 em pares foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon.
Sendo os valores de p < 0,05 considerados estatisticamente significantes.

Todas as andlises foram realizadas pelo software SSP (NY, USA).
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1. RESULTADOS

5.1 RANKL

Avaliacdo da expressdo génica por g°CR do RNA mensageiro da
proteina receptor ativador de fator nuclear kB ligante (RANKL) néo foi
expressa ou foi expressa em niveis ndo detectaveis pelo método utilizando
SYBR® Green.

5.2 RANK

Avaliagdo da expressdo génica por g°PCR do RNA mensageiro da
proteina receptor ativador de fator nuclear kB (RANK) néo foi expressa ou
foi expresso em niveis ndo detectaveis pelo método utilizando o SYBR®

Green.

5.3 0PG
Apés a realizacdo da leitura de expressdo génica no gPCR, foi
realizada a avaliagdo da expressdo da osteoprotegerina e os resultados

apresentados no Quadrol.
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Quadro 1: Valores das medias da leitura de expressdo génica dos grupos
CONTROLE, Gl eG2.

Paciente Controle Gl G2
1 25,19 25,79 26,46
2 25,51 25,75 26,36
3 25,52 25,93 26,50
4 25,17 25,76 26,43
5 25,53 25,65 26,27
6 25,51 25,79 26,65
7 25,83 25,81 26,37
8 25,67 25,84 26,28
9 25,53 25,91 26,43
10 25,51 25,90 26,51
Média 25,50 25,81 26,42
Mediana 25,51 25,80 26,43
DP 0,20 0,09 0,12

A analise comparativa entre os grupos Controle, G1 G2 foi realizada pelo
teste ndo paramétrico de Wilcoxon conforme demonstrada natabelal e 2.

Tabelal- Valores das medianas da expressao genica da OPG avaliada por
gPCR.

GC Gl G2 P

OPG 25,51+0,20 25,80+0,09  26,46+0,11 0,001*

GC: grupo controle células sem compresséo e avaliadas por 6 horas; G1.:
grupo com compressao de 3g/cm por 6 horas e G2: grupo com compressao
de 4g/cm por 6 horas

Teste de Friedman onde os valores de p<0,05 foram assinalados por *



Tabela 2- Comparacao dos valores de P encontrados na tabela 1.

GC Gl
Gl 0,007*
G2 0,005* 0,005*

GC: grupo controle células sem compressao e avaliadas por 6
horas; G1: grupo com compressdo de 3g/cm por 6 horas e
G2: grupo com compressao de 4g/cm por 6 horas.

Teste de Wilcoxon onde os valores de p<0,05 foram
assinalados por *.
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6. DISCUSSAO

O 0ss0 € um tecido complexo com células, matriz colédgena e
elementos inorganicos. Tem como principal fungcdo a sustentagdo e
protecdo dos Orgdos internos, e esta sob constante influéncia de cargas
fisiologicas, quer sgja de tensdo e/ ou compressdo. A elaboracdo de um
modelo para andlise da compressdo celular esta baseado no principio da
mecanotransducao in vivo. Este fendmeno é conhecido por ser um estimulo
mecanico onde a célula responde com necrose, apoptose ou diferenciacéo.
No caso do fibroblasto derivado do ligamento periodontal, a
mecanotransducdo leva auma producdo e liberacdo de moléculas capazes
de regular e normalizar a homeostase 6ssea local KANZAKI et al. (2002),
LE GALL & SASTRE (2010) e QIN & HU (2014).

Na construcéo de um modelo experimental de mecanotransducéo a
escolha da célula alvo, ndo pode levar em conta apenas o tipo de célula,
mas também tem de levar em conta o tecido da qual ela é oriunda. No caso
dos fibroblastos os estudos de ARCEO et al. (1991), REDLICH et al.
(2004) NAKAO et al. (2007) e MAYAHARA et al. (2012), demonstraram
que os fibroblastos derivados do tecido gengival possuiam
comportamentos diferente dos fibroblastos do ligamento periodontal,
inclusive no que concerne ao estimulo para formacdo Ossea como a
neoformacgdo de nddulos minerais pel os fibroblastos periodontais.

Algumas de proteinas reguladoras da funcdo celular dos
osteoclastos diretamente ligadas a osteoclastogénese, como a
osteoprotegerina (OPG) que pode ser entendida como uma molécula “para
proteger 0 0sso” aqual € de linhagem osteoblastica, o receptor ativador do

fator nuclear kB (RANK) e o receptor ativador do fator nuclear B ligante
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(RANKL) SIMONET et al. (1997), LACEY et al. (1998), NAKAGAWA

et al. (1998), HOFBAUER et al. (2000) expressas em células precursoras

de osteoclastos, induzem a eventos-chave incluindo multinucleagéo das
céulas.

Estudos de NAKAO et al. (2007), corroboram com os resultados de
outros estudos NISHIJIMA et al. (2006), KOOK et al. (2009),
YAMAGUCHI (2009) e KOOK, JANG & LEE (2011) os quais sugeriram
gue os fibroblastos do ligamento periodontal quando sob estresse podem
secretar maiores niveis de fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) no lado
de compressdo, causando este desequilibrio que conduz a expressdo de
RANKL, facilitando a reabsorcéo 0ssea durante a movimentacéo dentéria e
a andlise de expressdes imuno-histoquimicas demonstraram que algumas
dessas expressdes formaram-se para manutengdo da homeostase do
ligamento periodontal quando sob ainfluéncia de forgas de tenséo.

Em um estudo utilizando ratos transgénicos que possuiam a
expressdo hepdtica da Osteoprotegerina, SIMONET et al. (1997)
verificaram que houve um aumento generalizado da densidade Gssea em
vertebras e 0ssos longos, além de achados histoldgicos que confirmaram
grave osteopetrose com presenca de trabeculado na cartilagem circundada
por 0ssos na diafise media de osso femoral, um local comumente
preenchido de elementos hematopoiéticos. LACEY et al. (1998)
identificaram o ligante de OPG, OPGL, gque demonstrou ser um potente
indutor de reabsorcao 6sseain vivo.

O RANKL solivel é liberado da membrana plasmética por
conversor de metaloprotease-desintegrina-TNF-a, sendo que o RANKL
solivel e 0 RANKL aderido a membrana regulam a osteoclastogenese e a
reabsorcdo Ossea. A osteoprotegerina (OPG) é a receptora sollvel de

atracdo do RANKL que pode suprimir aligagéo entre RANK e RANKL e
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bloguear os seus efeitos sobre a osteoclastogénese e a reabsor¢éo 0ssea
HOFBAUER et al. (2000), NISHIJIMA et al. (2006),

Tem sido sugerido que as mudancas na relacéo RANKL/OPG
poderia afetar 0 processo de remodelagdo 6ssea. O aumento dessa razéo
sugeriu reabsorcdo Ossea € 0 decréscimo indicou a possibilidade da
formacéo 6ssea TYROVOLA et al. (2008), YAMAGUCHI (2009). Outros
estudos realizados tanto em animais quanto in vitro demonstraram que
forcas continuas nos fibroblastos do ligamento periodontal humano e
animal tiveram um maior efeito na indugcdo de expressdo de genes
responsaveis pelo processo de remodelacdo dessas células, situacdo
diferente foi demonstrado em estudos com forcas interrompidas SOKOS,
EVERTS & DE VRIES (2014) concluindo-se que uma estimulagéo
continua induziu uma diferenciacdo de osteoclastos dentro da medula 6ssea
e sua consequente migragao para dentro do ligamento periodontal.

Existem evidéncias que células cultivadas em monocamadas (2D)
podem expressar niveis diferentes de marcadores e ou de genes do que
guando s&o cultivadas em um modelo tridimensional KANZAKI et al.
(2002), KIM et al. (2009), KOOK et al. (2009). Nao foi encontrado
consenso na literatura quanto a aplicacdo de carga e tempo ideais para a
aplicacéo de forgcas compressivas em fibroblastos periodontais, devido a
diferenca metodol 6gica entre os estudos. Nos estudos de NISHIJIMA et al.
(2006) e NAKAGIMA et al. (2008), foram utilizadas for¢as compressivas
na cultura de fibroblastos periodontais humanos para a investigagao da
producdo de RANKL e OPG com forgas compressivas variando de 0 a 4
g/cm? por um periodo de 0 — 48 horas. Nestes dois estudos os resultados
mostraram que a magnitude da forca de compressdo e 0 tempo estéo
diretamente relacionados com o aumento da producéo de RANKL.

Com relacdo a0 método para estimulo da osteoclastogénese foram
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descritos a aplicacdo de carga através da centrifugacdo das células

cultivadas como em REDLICH et al. (2004), HACOPIAN et al. (2011), a

compressao das células com pesos nos estudos de NISHIJMA et al.

(2006), NAKAJMA et al. (2008), KIM et al. (2009), LI et al. (2011),
MAYAHARA (2012).

Em seu estudo NAKAO et al. (2007) aplicaram a carga
compressiva alterando a quantidade de meio de cultura nos frascos, ou sgja,
guanto maior o volume maior seria o peso sobre as células. De outra forma,
em seus estudos KOOK, JANG & LEE (2011), SAMINATHAN et al.
(2013), JACOBS et al. (2013), e NETTHELHOFF et al. (2015) utilizaram
um aparel ho especifico para simulacdo do estimulo de tensdo e compressao
em cultura de células Flexcell compression Plus System (Hillsborough,
USA). Apenas no estudo de BLOEMEN et al. (2009). avaliou a expressao
de moléculas relacionadas a osteoclastogénese em meio de cultura sem

aplicacéo de uma carga compressiva.

Neste estudo, 0 modelo para compressao baseou-se nos modelos de
NISHIJMA et al. (2006) e NAKAJIMA et al. (2008), e foram utilizados
cubos preenchidos com esferas de ago diretamente sobre as células. Com
relacdo aos métodos de carga compressiva por aumento de volume de
meio, a aplicacdo de carga diretamente sobre a célula parece ser mais
previsivel, porém na comparacdo com os métodos que empregam um
equipamento especifico para simular e medir tensdo e compressdo, 0
método de aplicacdo direta da carga como o empregado neste estudo €

pOossivel mente menos preciso.

Nos estudos de NISHIJMA et al. (2006) experimentos aplicando-

Se uma carga compressiva direta, houve um aumento significativo no grupo
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experimento de RANKL e uma expressao maior de OPG no grupo controle
com o tempo de 48 horas, NAKAJIMA et al. (2008) do que com 24 horas.

Li et al. (2011) em um modelo de compressio tridimensional,
verificaram que o0 RNAm de RANKL foi expresso positivamente a partir
de 25 g/cm? de 6 a 24 horas, mas ndo expressou até chegar a 72 horas e que
0 RNAm de OPG foi expresso a partir de 24 horas. Eles justificaram a
pouca expressao de RANKL apds 72 horas, sugerindo que outros indutores
participam para a promocao prolongada de osteoclastogénese. Concluiram
gue OPG é um gene gue responde a estimulos mecéanicos e foi pouco
expresso apds a compressdo, O que in vivo contribui para

osteoclastogenese.

Em um estudo de aplicacdo direta de forca sobre as células
JACOBS et al (2013) utilizaram uma carga estética continua, similar a
utilizada neste estudo, onde puderam verificar que tanto no seu grupo
controle (GC) como nos grupos experimentais (G1 e G2) houve a
expressao de OPG. Neste estudo a expressao de OPG tanto no grupo
controle como nos grupos experimentais G1 e G2 apresentaram diferenca
estatistica entre 0s grupos para a expressao génica. O comportamento da
expressao de OPG do nosso estudo foi 0 mesmo do estudo de JACOBS et
a. (2013), e com o aumento da carga em 1g/cm® do grupo G1 (3g/cm?)
para G2 (4g/cm®) tendo sido suficiente para detectar diferencas na
expressao de OPG. Do ponto de vista apenas das quantidades de carga
compressiva em g/cm?, sem levar em conta a andlise estatistica pode-se
observar também gue a expressdo de OPG foi maior no grupo G2, o que
poderia ser entendido como uma possivel tendéncia de aumento na

expressao de OPG relacionado com este aumento.
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MAYAHARA et al. (2012), verificaram que apos 24 horas e com

uma carga de 2.0g/cm® a expressdo de RANKL foi indetectavel. Ja a

expressio de RNAmM de OPG foi significantemente maior no grupo

fibroblastos do ligamento periodontal do que quando comparado com o

grupo osteoblastos humanos, sugerindo que as células do ligamento

periodontal tem um papel muito mais potente em inibir a osteoclastogenese

através da ligacdo OPG-RANKL. Os resultados deste estudo apresentam

similaridade com os estudos de MAYAHARA et al. (2012), onde foi

indetectavel a expressdo de RANK/RANKL mas pode-se observar aumento
dos niveis de OPG.

KOOK, JANG & LEE (2011), demonstraram que OPG foi
naturalmente mais expresso que RANKL na cultura in vitro ap0s carga
compressiva, e sugeriram que os fibroblastos do ligamento periodontal
seria mais propensos a expressar OPG, mas ndo apresentando diferenca
significativa entre os niveis de OPG e RANKL quando avaliados por
imunohistoquimica. Esse mesmo resultado foi encontrado em
SAMINATHAN et al (2013), que verificaram uma maior expressao de
OPG tanto em um meio sem fatores de crescimento guanto em um meio na

presenca desses fatores.

Na elaboracdo de um modelo experimental a escolha do tipo de
célula determina os parametros de avaliagio ARCEO et al. (1991),
YOUSEFIAN et al. (1995), BASDRA (1997), SIMONET et al. (1997),
LACEY et al.(1998). Neste estudo os fibroblastos derivados do ligamento
periodontal in vivo tem um papel de controle da osteoclastogenese por
meio da expressdo da osteoprotegerina (NISHIJIMA et al. (2006),
NAKAJMA et al (2008), KIM et al. (2009), LI et al. (2011),
MAYAHARA et al. (2012). Neste estudo os resultados demonstraram este
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mesmo comportamento nas células cultivadas. O que leva a compreender
gue o nivel de carga utilizado neste estudo bem como, a aplicagdo dessa
carga diretamente sobre as células conseguiu simular a fisiologia

periodontal quando esta sob a influéncia de uma carga considerada leve.

As perspectivas deste estudo seguem a mesma direcao da literatura
consultada a qual consegue detectar a presenca de marcadores da
osteoclastogenese como 0 sistema RANK/RANKL em fibroblastos do
ligamento periodontal na utilizagcdo de cargas consideradas elevadas. A
identificacdo das vias de sinalizagdo molecular fazem parte também das

NOSSas perspectivas.
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7. CONCLUSAO

Os Fibroblastos adultos do ligamento periodontal humano sob pressao
continua expressaram o RNAmM da Osteoprotegerina e ndo expressaram 0
RNAmM de RANK/RANKL.
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ABSTRACT

Introduction: The cultive of periodontal ligament fibroblasts associated
with simulation of pressure or tension on the cell allows analysis in its
morphology and form, identify proteins and molecules involved in this
process. The system formed by the protein Nuclear Factor Activator
Receptor kB (RANK) \ Nuclear factor Activator Receptor kB Ligand
(RANKL) and osteoprotegerin (OPG) are directly linked to the regulation
of osteoclast and osteoclastogenesis, formation and / or bone resorption.
Objective: Evaluate the fibroblasts of RANK \ RANKL and OPG in adult
fibroblasts of human periodontal ligament under continuous pressure.
Methods: The tissue was collected from periodontal ligament of 40 third
molars of adult patients who were grown in culture flasks until the sixth
passage. The cells were placed on plates with 6 wells with a3 mm diameter
which were subjected to the continuous pressure (3 to 4 g / mm2) for 6
hours in monolayers. From the samples, the mRNA was extracted and
evauated by method Polymerase Chain Reaction Real-Time
(gPCR).Results: In the continuous pressure model by using the fibroblasts
of the periodontal ligament, in all the groups there was no expression of
RANK \ RANKL, and al groups expressed OPG, and was significantly
higher in the experimental group 2 (EG2) compared to control (CG) and
experimental group 1 (EG1) (P = 0.005). Conclusion: The adult fibroblast
from human periodontal ligament when under continuous pressure not
expressed MRNA RANK \ RANKL and osteoprotegerin mRNA was
expressed.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)

Convido o (@) Sr (a) para participar da Pesquisa: Sistema RANK/RANKL
e OPG em cultura de fibroblastos adultos do ligamento periodontal
humano sob pressdo continuasob a responsabilidade do pesquisador
Mateus de Abreu Pereira, a qual pretende coletar informagdes importantes
para um melhor entendimento do cultivo de células do ligamento

periodontal humano.

Sua participacdo € voluntaria e se dard por meio da cirurgia dos terceiros
molares inclusos, cuja a mesma transcorrera normalmente, sem nenhuma
alteracdo, prejuizo fisico, moral ou psiquico; somente sera coletado o
tecido que for retirado durante a cirurgia e que seria descartado (porque néo
esta ndo tem mais utilidade) para ser enviado ao Laboratorio de Cultura de
Células da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP/EPM.

Se voceé aceitar participar, estara contribuindo para ajudar no tratamento e

na recuperacao do tecido 6sseo humano.

Se depois de consentir em sua participacéo o Sr. (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
gualquer fase da pesquisa, sgja antes ou depois da coleta dos dados,
independentemente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa> o (a)
Sr. (@) ndo tera nenhuma despesa e também ndo receberd nenhuma

renumeracdo. Os resultados da pesquisa seréo analisados e publicados, mas
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sua identidade néo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer

outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesguisador

no endereco (Rua Pedro de Toledo, 781 — 11° andar, frente), pelo telefone

11(5579.2583), ou podera entrar em contato com o o Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14, 5571-1062, FAX:
5539-7162 — e-mail: cepunifesp@epm.br

Todas as informacOes e o0s materiais coletados serdo utilizados

exclusivamente para esta pesquisa.

As informagdes que li ou que foram lidas para mim foram suficientes,
descrevendo o estudo:: Sistema RANK/RANKL e OPG em cultura de
fibroblastos adultos do ligamento periodontal humano sob pressdo
continua, Eu conversei com o Mateus de Abreu Pereira sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Todas as intengbes do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes ficaram claros para
mim. Também ficou claro que a minha participacdo neste estudo € isenta
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar se
houver algum dano pessoa relacionado diretamente a este estudo.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante a sua realizagao,
sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Assinatura do paciente/representante legal  Data [




72
Apéndices

Assinaturadatestemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a

participacdo neste estudo especificamente.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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