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INTRODUÇÃO:

Atualmente, sabe-se que o sucesso da regeneração dos tecidos periodontais depende da migração e

proliferação das células mesenquimais indiferenciadas presentes no ligamento periodontal remanescente,

acompanhada pela subsequente diferenciação em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e síntese de

componentes das matrizes teciduais.

Dentro dos princípios da regeneração periodontal, a neoformação do cemento radicular é considerado

um processo crucial para a restauração do tecido conjuntivo de suporte do dente, uma vez que a dentina

radicular previamente acometida pela doença periodontal não tem habilidade para promover a formação de

ligamento periodontal perpendicularmente inserido, e estruturalmente funcional.

Desta maneira, tendo como objetivo desenvolver novas abordagens regenerativas baseadas no emprego

da engenharia tecidual como alternativa aos tratamentos convencionais, é possível sugerir que a identificação de

moléculas sinalizadoras que favorecem a diferenciação das células mesenquimais indiferenciadas do ligamento

periodontal em cementoblastos, aumentaria a previsibilidade para a formação do aparato cemento-ligamento nos

defeitos periodontais.

Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa realizou estudos que visaram isolar e caracterizar

as PDLMSCs que apresentavam maior potencial in vitro para diferenciação em células formadoras de tecidos

mineralizados, ou seja, em osteoblastos e cementoblastos 19-20

Por meio da análise de transcriptoma (RNAseq), as células identificadas como sendo de alto potencial

osteo/cementoblástico apresentaram uma expressão elevada de um conjunto genes relacionados à angiogênese

e osteogênese tais como, Growth Arrest and DNA-damage-inducible 45β (GADD45-B), Annexin A2 (ANXA2),

proteína óssea morfogênica 2 (BMP2) e fibroblast growth fator 7 (FGF7)20

Adicionalmente, nas células com alto potencial osteo/cementoblástico, a expressão de genes

relacionados à via de sinalização CCK (colecistocinina), encontravam-se significativamente elevados nos

resultados do RNA-seq20 A via de sinalização CCK é uma via gastrointestinal, na qual o hormônio CCK é um

agonista e exerce seus efeitos por meio da ligação à família do receptor CCK (CCKR)21

A colecistocinina (CCK) é um neuropeptídeo que regula vários processos fisiológicos, como contração da

vesícula biliar, motilidade gastrointestinal, secreção do pâncreas, secreção de ácido gástrico, pânico e ansiedade.

Além disso, este hormônio parece ser importante para o metabolismo ósseo, uma vez que os CCKR são

XXXII Congresso de Iniciação Científica da UNICAMP – 2024 1



receptores acoplados à proteína G, os quais após ativação pela ligação de CCK, induzem a liberação de

calcitonina, resultando em aumento do cálcio intracelular liberado pelo retículo endoplasmático, mecanismo

semelhante ao observado na ativação da via Wnt não canônica por WNT5A, a qual é considerada uma das

principais moléculas que regulam a diferenciação osteoblástica por aumento de cálcio intracelular26,27

Dados preliminares do nosso grupo de pesquisa revelaram que o bloqueio da via CCK leva à supressão

da produção de matriz mineralizada, reduzindo o potencial de diferenciação osteoblástica de células

mesenquimais indiferenciadas da medula óssea de humanos. O presente estudo terá como objetivo principal

avaliar in vitro a relação da colecistocinina com a cementogênese.

METODOLOGIA:
1.1 Cultura celular
Foi realizada a cultura de células OCCM-30, cementoblastos imortalizados, em meio padrão composto por

α-MEM (Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Thermo Fisher Scientifc)

1% de penicilina/estreptomicina (P/S), em estufa umidificada a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2.

Essas células foram mantidas congeladas em nitrogênio líquido, utilizando-se como meio de congelamento o

Recovery™ Cell Culture Freezing Medium (Gibco BRL).) Após as células alcançarem confluência, estas foram

soltas com solução de Tripsina 0,25% (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA) e plaqueadas de

acordo com os ensaios seguintes.

1.2. Ensaio de MTT – capacidade metabólica
As células OCCM-30 foram semeadas em placas de 96 poços (Corning Brasil Indústria e Comércio Ltda –

São Paulo/SP/Brasil) 0,5 x 104 células/poço. Estas foram cultivadas em meio de cultura padrão durante 24 horas.

Após esse período, o meio de cultura foi substituído em: a) Controle: células cultivadas em meio de cultura

padrão, b) OM: células cultivadas em meio osteogênico (α-MEM suplementado com 2% FBS, 1% antibiótico,

50μM de ácido ascórbico e 10mM de β-glicerolfosfato) e c) OM + LORG: células cultivadas em meio osteogênico

associado com Lorglumide nas concentrações de 0,1 μM, 0.5μM, 5μM e 10μM. Ao final dos períodos de 1 e 5

dias, o ensaio de viabilidade celular foi realizado, utilizando o reagente MTT; M6494, Thermo Scientific. Para tal,

o reagente MTT foi adicionado em cada poço e as células incubadas por 4 h (37°C, 5% de CO2). Ao final desse

período, o meio de cultura foi aspirado, 200 uL de etanol 100% foi adicionado em cada poço e realizada a leitura

de absorbância a 570nm no aparelho VersaMax ELISA Microplate Reader, sendo que essa absorbância

corresponde ao reagente MTT que foi bioreduzido em formazan pelas células viáveis.

1.3. Diferenciação cementoblástica das células OCCM-30- Ensaio de mineralização celular

(Alizarina Red Stainining - AR-S)

As células OCCM-30 foram semeadas em triplicata a uma concentração de 5 x 104 células/poço, em

placas de 24 poços e incubadas por 24 horas em meio de cultura padrão. Em seguida, o meio de cultura

foi substituído de acordo com os seguintes grupos experimentais: a) OM: células cultivadas em meio

osteogênico (α-MEM suplementado com 2% FBS, 1% antibiótico, 50μM de ácido ascórbico e 10mM de

β-glicerolfosfato), b) OM + 0.5μM LORG e c) OM + 5μM LORG. Após 7 dias, as células foram coradas

com vermelho de alizarina (AR-S)29e fixadas em etanol 100%.
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1.4. Quantificação de fosfatase alcalina

Células OCCM-0 foram semeadas em placas de 6 poços de acordo com os grupos descritos no

item 4.3.1. Após 6 dias a proteína total foi coletada utilizando 1%TRITON X e quantificada com Pierce™

BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™), seguindo as recomendações do fabricante. Em uma placa

de 96 poços, o input de 1µg de amostra foi utilizado para avaliação da atividade de fosfatase alcalina,

utilizando o kit 1- Step™ PNPP Substrate Solution (Thermo Scientific™), seguindo as recomendações

do fabricante. A leitura por espectrometria foi realizada utilizando o comprimento de onda de 405 nm.

1.5. Expressão dos genes da via CCK e genes cementogênicos

Para avaliar o padrão de expressão dos genes Runx2, Alpl, Bglap2, Ibsp, Cck, Cckar e Fos as

células OCCM-30 foram semeadas (2 x 105 células/poço) em placas de 60 cm2 com meio padrão. Após

24 horas, o meio foi removido e as células foram cultivadas de acordo com os grupos experimentais

descritos no item 4.3.1. Ao final dos períodos de 1, 3 e 6 dias, o RNA total foi extraído, utilizando o

reagente TRIzol (Life Technologies do Brasil Ltda – São Paulo/SP/Brasil), seguindo as recomendações

do fabricante. Então, as amostras de RNA foram suspensas em água MiliQ livre de Rnase e

armazenadas a - 70oC. Uma alíquota de 1μl (diluição 1:100) foi utilizada para a obtenção da

concentração de RNA das amostras, utilizando-se um espectrofotômetro (Nanodrop 2000, Thermo

Scientific). O RNA total foi tratado para a eliminação de qualquer resíduo de DNA na amostra

(DNA-free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA), e 1μg da amostra será utilizado para a síntese do DNA

complementar (cDNA). Para isso, as reações foram realizadas utilizando-se o kit High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems/ Life Technologies do Brasil Ltda – São Paulo/SP/Brasil),

para um volume final de 20µl. Os primers para GAPDH, 18S e β-actina (genes de referência), e para os

genes alvos (Runx2, Alpl, Bglap2, Ibsp, Cck, Cckar e Fos) foram desenhados usando o programa Primer

3 e as sequências confirmadas no PCR in silico. Para análise subsequente de estruturas secundárias e

confirmação da temperatura de anelamento, foi usada uma edição gratuita do Beacon Designer. A

eficiência das reações 6 para cada primer foi otimizada anteriormente ao início das reações de qPCR

propriamente ditas. As reações de real time PCR foram realizadas com o sistema LightCycler 480

(Roche Diagnostics GmbH – Mannheim/BW/Alemanha) utilizando o LightCycler 480 SYBR Green I

Master Kit (Roche Diagnostica Brasil Ltda – São Paulo/SP/Brasil). O perfil das reações foi determinado

seguindo a fórmula sugerida pelo fabricante do equipamento. Para cada uma das “corridas”, a água foi

utilizada como controle negativo e o produto das reações foi quantificado utilizando o programa do

próprio fabricante. As reações de RT-PCRq para os genes de referência foram analisadas no software
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Normfinder, a fim de identificar qual gene foi o mais eficiente para normalização das reações dos genes

alvos.

1.6. Análise Estatística

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em pelo menos três ocasiões

distintas. Os dados foram inicialmente examinados pela normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e

depois expressos como média ou comparação relativa ± desvio padrão (DP). Após a confirmação da

distribuição normal, a análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida de teste de comparação

múltipla aos pares (Tukey) foram usados para identificar diferenças entre os grupos. O software utilizado

para análises estatísticas foi o GraphPad Prism 8 e valores de P <0,05 foram considerados

significativos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO:

Ensaio de MTT:

Os resultados do ensaio de MTT

mostraram a viabilidade celular se manteve

estável após todas as concentrações em 1 dia de

contato com Lorglumide. As células OCCM

apresentaram maior capacidade metabólica nas

concentrações de 0,1μM, 0,5μM e 5 μM de

Lorglumide após 5 dias de indução.

Ensaio de mineralização celular (AR-S):
Para confirmar o potencial de diferenciação

cementoblástica, as células OCCM-30 foram

cultivadas em meio osteogênico (OM) e meio

osteogênico associado com Lorglumide nas concentrações de 0,5μM e 5μM, que foram as concentrações que

não reduziram a viabilidade celular. Após 7 dias, foram coradas com vermelho de alizarina (AR-S)29 para

identificar a capacidade de deposição de nódulos mineralizados.

CONCLUSÕES:
No dia 5 do ensaio de MTT, a viabilidade celular do grupo das células cultivadas em Lorglumide nas

concentrações de 0,1 μM, 0,5 μM e 5 μM apresentaram diferença estatística significativa quando comparadas ao

grupo de controle, que representa 100% da viabilidade celular. Por outro lado, na concentração de 10 μM e em

meio osteogênico estas não apresentaram aumento significativo na viabilidade celular. As concentrações de

0,5μM e 5μM foram as que tiveram maior capacidade metabólica após os 5 dias (Fig 1.), por isso essas

concentrações foram as escolhidas para a diferenciação cementoblástica.

No ensaio de mineralização (AR-S), as células foram divididas nos seguintes grupos: a) OM: células

cultivadas em meio osteogênico (α-MEM suplementado com 2% FBS, 1% antibiótico, 50μM de ácido ascórbico e
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10mM de β-glicerolfosfato) e c) OM + LORG: células cultivadas em meio osteogênico associado com Lorglumide

nas concentrações 0,5 μM e 5 μM. Após 7 dias, realizou-se o ensaio de Vermelho de Alizarina juntamente com a

análise quantitativa da mineralização. Após os 7 dias foi possível observar que o Lorglumide reduziu a

diferenciação cementoblástica das células OCCM-30, em ambas as concentrações (Fig 2.).
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