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Ferreira LC. Efeitos do LPS bacteriano nos processos funcionais e de
diferenciacdo de células progenitoras da polpa dentaria [dissertacdo]. Sao
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Os processos de reparo da polpa dentaria frente a procedimentos
conservadores passam, em geral, pelo confronto entre possiveis
microrganismos presentes na area da exposi¢cao e as células responsaveis
pela diferenciagao e produgao de tecido mineralizado. Entretanto, a literatura
ainda necessita de informacdes sobre o efeito direto de produtos bacterianos
sobre este processo. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (E. coli) sobre células progenitoras da
polpa dental, utilizando-se condi¢gdes basais e com mineralizagdo pré-
induzida por meio osteogénico. Para isso, células progenitoras
caracterizadas foram submetidas a diferentes concentracbes de LPS
bacteriano (com ou sem indutor da mineralizagéo [IM]), para observagao da
atividade de fosfatase alcalina (ALP). A concentragdo minima de 200 ng/ml,
para se verificar alteracao de atividade enzimatica de ALP, foi usada para se
observar os efeitos funcionais de mineralizagdo (pelo alizarin vermelho -
ARS), expresséao das citocinas IL-1 e TNF-a, além da expressao dos genes
DSPP e DMP-1. Os dados quantitativos foram analisados por ANOVA e teste
de Tukey. As células em meio osteogénico com as diferentes concentragdes
de LPS apresentaram baixa atividade da ALP no curto prazo, comparadas as
tratadas com meio a-MEM. Estas apresentaram alta atividade, comparadas
ao controle. 200 ng/ml do LPS afetaram o processo de mineralizagdo ao
longo do tempo, reduzindo a agdo de mineralizagdo dos grupos que o
associaram ao indutor de mineralizagado. Houve expressao de IL-1p e TNF-a
para todos os grupos em todos os tempos, além disso, para a IL-1(3, o grupo
que associou os 200ng/ml de LPS com o meio indutor apos 7 dias
apresentou maior expressao. Houve expressao do gene DMP-1 e nao
expressdao de DSPP e ocorreu uma maior expressao génica nos grupos
tratados com meio indutor da mineralizagédo no gene DMP-1. Esses achados
sugerem que o potencial inflamatorio do LPS sobre as células progenitoras
da polpa contribui para o processo de mineralizagdo precoce. No longo
prazo, este processo nao € sustentavel, uma vez que o LPS o detém.

Palavras-chave: Células-tronco. Odontoblastos. Lipopolissacarideo.
Diferenciacao celular.



Ferreira LC. Effeects of the bacterial LPS on the functional and differentiation
processes of dental pulp progenitor cells [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2014.

ABSTRACT

Dental pulp repair processes due to conservative procedures are, in general,
affected by the conflicts between possible microorganisms at the area of
exposure and cells responsible for differentiation and production of
mineralized tissue. However, the literature still lacks information on how
bacterial products affect these processes directly. The purpose of this study
was to evaluate the bacterial lipopolysaccharide (E. coli LPS) effects on
dental pulp progenitor cells, regarding the expression of differentiation genes
and function of mineralization, using basal conditions and pre-induced
mineralization by osteogenic media. Characterized progenitor cells was
initially submitted to different LPS concentrations (with or without osteogenic
medium [IM]), to observe alkaline phosphatase activity (ALP). The minimal
concentration (200 ng/ml) to observe phosphatase enzymatic activity was
used to assess the functional mineralization effects (by alizarin red staining -
ARS), cytokine production (IL-1B e TNF-a), besides the gene expression for
odontoblast differentiation markers (DSPP and DMP-1). Quantitative data will
be statistically analyzed by ANOVA and Tukey's test. Cells in osteogenic
medium with different concentrations of LPS showed low ALP activity short-
term compared to those treated with a-MEM. These showed high activity,
compared to control. 200 ng/ml of LPS did affect the mineralization process
over time, reducing the action of mineralization of the groups that have
associated LPS with the IM. There was expression of IL-18 and TNF-a for all
groups at all times, additionally, IL-1p for the group that has associated 200
ng/ml of LPS with osteogenic media after 7 days showed higher expression.
There was expression of DMP-1 and DSPP genes and the expression in
groups treated with IM was greater in DMP-1. These findings suggest that the
inflammatory potential of LPS on the pulp progenitor cells contribute to an
early mineralization process. In the long-term, this process is not sustainable,
since LPS arrests the mineralization process of progenitor cells.

Keywords: Stem cell. Odontoblasts. Lipopolysaccharide. Cell differentiation.



1 INTRODUCAO

O tratamento conservador da polpa dental tem por obijetivo
preservar a vitalidade pulpar de dentes, em situagdes causadas por
fatores como lesdes cariosas profundas, fraturas coronarias e exposi¢cao
acidental da polpa (Bodem et al., 2004; Leonardo, 2008). Neste caso,
procedimentos conservadores como a pulpotomia ou o capeamento
pulpar direto sdo de importancia, consistindo na remo¢ao ou nio da parte
coronaria do tecido pulpar, seguida da protegdo do tecido remanescente
com material que preserve sua vitalidade e estimule o reparo (Miyashita et
al., 2007; Leonardo, 2008). O progndstico desses procedimentos depende
de fatores como a idade da polpa, pois quanto mais envelhecida, menor a
possibilidade de sucesso, do local da exposicao pulpar, uma vez que uma
exposicao axial € mais desfavoravel comparada a exposig¢ao oclusal dada
a permeabilidade, dificuldade de isolamento e do material utilizado para o
capeamento pulpar que pode ter maior ou menor grau de citotoxicidade
(Cho et al., 2013; Cohen, Hargreaves, 2007).

Tais intervengbes conduzem a uma reacao inflamatéria local,
que reune células e moléculas extracelulares presentes no tecido, as
quais seriam responsaveis pela formagcao da ponte de dentina reparadora
(Goldberg et al., 2008). De certa forma, ha evidéncias de que essa reagao
inflamatdria participa do processo de reparagao pulpar (Sloan, Smith,
2007; Goldberg et al., 2008; Silva et al., 2009, Cavalcanti et al., 2011;
Simon et al., 2011). Nesse processo, ocorre um aumento na
permeabilidade vascular que permite a passagem de células do sistema
imune e de substancias — as citocinas — que modulam as respostas
inflamatdrias e o reparo do local inflamado (Cooper et al., 2010; Silva et
al., 2009; El Salhy et al., 2013).
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No contexto do reparo pulpar, frente a procedimentos
conservadores, sabe-se que a polpa possui células progenitoras com
potencial de diferenciagdo em odontoblastos e de produzir dentina (Chang
et al., 2005; Ji et al., 2010; He et al., 2013), demonstrando grande
capacidade reparadora (Chang et al., 2005). Adicionalmente, acredita-se
que estas células tém participacdo na resposta imune durante a infecgao
pulpar, onde os produtos bacterianos parecem ativar vias de sinalizacao
que regulam a expressao de citocinas pré-inflamatérias (Chang et al.,
2005). Esta ativagdo pode ser devida a presenca de receptores TLR4,
fato ja descrito para odontoblastos, os quais respondem a estes produtos
bacterianos, sugerindo sua participacdo no sistema imune. (Oliveira,
Santos, 2012).

Quanto aos produtos bacterianos, € sabido que bactérias
Gram-negativas presentes na polpa dental infectada e no periapice
liberam as endotoxinas apods lise de suas paredes celulares. Essas
endotoxinas — o lipopolissacarideo (LPS) — também tém seu envolvimento
no processo inflamatério por meio da promogao de respostas bioldgicas
(Schein, Schilder, 1975; Watanabe, Inoue, 2013). O LPS acumula-se nas
lesbes periapicais, aumenta a permeabilidade vascular, reune leucocitos e
estimula a liberagao de citocinas pro-inflamatérias como a IL-18 e TNF-a.
(Maltos et al., 2004; Watanabe, Inoue, 2013). Além de induzir a formagao
de osteoclastos e a reabsorgdo 6ssea (Kishimoto et al., 2012), autores
sugerem que o LPS é capaz de estimular os odontoblastos, aprimorando
a resposta imune inata (Oliveira, Santos, 2012). Na literatura, a
sinalizacdo do LPS foi capaz de reduzir as fungdes dos odontoblastos
através da supressao da expressdao da sialofosfoproteina da dentina
(DSPP) (Nomiyama et al., 2007) — uma proteina nao colagenosa presente
na dentina, presente no processo de diferenciagao (Gibson et al., 2013). A
expressao de DSPP é controlada pela proteina da matriz de dentina 1

(DMP-1), um indicador da diferenciacdo osteogénica/odontoblastica de
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células pulpares (Abd-Elmeguid et al., 2012; Yun et al., 2012; Gibson et
al., 2013).

Apesar destas informacdes, fica claro que a literatura ainda
necessita de evidéncias de como a acao bacteriana influi no processo de
reparo mediado por células progenitoras da polpa dental, de modo que
desenvolveremos o trabalho avaliando o potencial do LPS bacteriano em
estimular ou ndo os processos de diferenciagdo e de mineralizacdo de

células progenitoras da polpa dental.

Acredita-se que o LPS nao tera efeito direto na viabilidade
celular, uma vez que as concentragdes a serem utilizadas sédo baixas (20
a 20000 ng/ml). Por outro lado, mesmo nas concentracdes citadas,
espera-se que o LPS possa impedir o processo de diferenciagao celular,
fato que podera ser confirmado com uma reducio da atividade funcional

de mineralizacéao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fonte, diferenciacéo e caracterizacdo das células tronco

As células-tronco s&do células clonogénicas, ou seja, com
habilidade de se proliferar e formar colénias, capazes de se auto-renovar
e conhecidas por serem pluripotentes, isto é, tém a capacidade de se
diferenciar em diferentes tipos de células (Dissanayaka et al., 2011; Rosa
et al., 2012).

Miura et al. (2003) verificaram que o dente deciduo humano
esfoliado contém células-tronco multipotentes [células-tronco de dente
deciduo humano esfoliado (SHED)]. SHED foram identificadas como
sendo uma populagao de células clonogénicas, altamente proliferativas,
capazes de se diferenciar em uma variedade de tipos de células, incluindo
células neurais, adipdcitos e odontoblastos. Apds o transplante in vivo,
observou-se que SHED sé&o capazes de induzir a formagao 6ssea, gerar
dentina e sobreviver em cérebro de rato, juntamente com a expressao de
marcadores neuronais. Mostra-se que um 6rgao humano naturalmente
esfoliado contém uma populacao de células tronco, que é completamente
diferente de células tronco previamente identificadas. SHED n&o séao
somente derivadas de um recurso de tecido muito acessivel, mas também
sdo capazes de fornecer células suficientes para uma potencial aplicagao
clinica. Assim, o dente deciduo pode ser um recurso unico inesperado
para terapias de células-tronco, incluindo o transplante de células-tronco
autélogas e engenharia de tecidos.

Goldberg e Smith (2004) demonstraram que os odontoblastos

produzem a maioria dos componentes da matriz extracelular (ECM)
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encontrados na dentina e estdo implicados na mineralizacdo da dentina.
As principais diferengas na ECM pulpar explicam por que a polpa é
normalmente um tecido ndo mineralizado. In vitro ou in vivo, algumas
moléculas de ECM da dentina atuam como nucleadores de cristal e
contribuem para o crescimento de cristal, enquanto que outros sao
inibidores da mineralizagcdo. Apdés o tratamento de lesdes de carie em
progressdo moderada, odontoblastos e células da camada sub-
odontoblastica de HOhl estdo implicados na formacdo da dentina
reacional. A cicatrizacdo de lesbes mais profundas em contato com a
polpa resulta na formacao de dentina reparadora pelas células pulpares.
A resposta para o capeamento pulpar direto com materiais como o
hidréxido de calcio € a formagdo de uma ponte de dentina, resultado a
partir do recrutamento e da proliferagdo de células indiferenciadas, que
podem ser tanto as células-tronco ou células maduras trans-diferenciadas.
Uma vez diferenciadas, as células sintetizam uma matriz que sofre
mineralizacdo. Os modelos animais tém sido utilizados para testar a
capacidade de moléculas potencialmente bioativas para promover o
reparo pulpar apds a sua implantacdo na polpa. Moléculas de ECM ou
induzem a formagdo de pontes de dentina ou grandes areas de
mineralizagdo na polpa coronaria. Eles também podem estimular o
fechamento total da polpa no canal radicular. Enfim, algumas moléculas
encontradas na matriz extracelular da dentina podem ter potencial no
tratamento odontolégico como agentes bioativos para o reparo da polpa
ou engenharia tecidual.

Para testar a hipotese de que as células-tronco de dentes
deciduos esfoliados (SHED) podem se diferenciar em odontoblastos
funcionais e células endoteliais. Sakai et al. (2010) semearam SHED em
laminas de dente e as implantaram por via subcutdanea em ratos
imunodeficientes. SHED se diferenciaram em odontoblastos funcionais
que geraram dentina tubular, conforme determinado por coloracéo de

tetraciclina e microscopia confocal. Essas células também se
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diferenciaram em células endoteliais vasculares, como o determinado pela
coloragéo de beta-galactosidase. In vitro, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), induziu as SHED para expressar VEGFR2, CD31, e VE-
caderina (marcadores do endotélio) e a organizar em brotos semelhantes
aos capilares. VEGF induziu a fosforilagdo de ERK e AKT (indicativo de
diferenciagdo), enquanto a inibiu a fosforilagdo de STAT3 (indicativo de
cararcterizagao das células tronco). Este trabalho demonstrou que SHED
podem se diferenciar em células endoteliais angiogénicas e odontoblastos
capazes de gerar dentina tubular.

As células-tronco mesenquimais (MSCs) tém sido usadas para
a aplicagao clinica em engenharia de tecidos e medicina regenerativa
(TERM). Segundo Nakamura et al. (2009), até o momento de seu estudo,
a fonte mais comum de MSCs foi de medula 6ssea. No entanto, o
aspirado de medula éssea é um procedimento invasivo e doloroso para o
doador. Este estudo centrou-se na caracterizacido de células-tronco de
dentes deciduos humanos (SHED) em comparagao com as células tronco
da polpa dentaria (DPSC) e células-tronco mesenquimais derivadas da
medula 6ssea (BM MSCs). Os autores compararam as caracteristicas
como a taxa de proliferacado e a expressao do marcador de células-tronco
de DPSC, SHED, e BM MSCs pelos ensaios de incorporagdo de
bromodeoxiuridina (BrdU) e imunofluorescéncia para STRO-1. Além
disso, o perfil da expressdo dos genes DPSC e SHED foi analisado
através do DNA microarray e qRT-PCR. Todas as células isoladas a partir
das trés fontes exibiram caracteristicas de MSCs, incluindo a morfologia
fibroblastica e a expressdo de marcadores de células-tronco
mesenquimais. A taxa de proliferacdo das SHED foi significativamente
mais elevada do que a das DPSC e BM MSCs (p < 0,05). A comparagao
dos perfis da expressdo génica indicaram 4.386 genes com expressao
alterada entre DPSC e SHED, por 2 vezes ou mais. Alta expressao nas
SHED foi observada para genes que participam nas vias relacionadas

com a proliferacdo celular e na matriz extracelular, incluindo varias
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citocinas, tal como o fator de crescimento de fibroblastos e o fator de
crescimento de tumor beta. Concluiram que devido as suas vantagens de
alta capacidade de proliferacdo, fonte abundante de células e coleta
indolor com invasao minima, as SHED poderiam ser uma opg¢ao desejavel
como fonte de células para aplicacdes terapéuticas em potencial.

No trabalho de Kanafi et al. (2014), o objetivo foi imobilizar as
células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) em microesferas de alginato e
determinar sua viabilidade celular, proliferacdo, caracteristicas de células
tronco e potencial osteogénico. As DPSCs humanas isoladas da polpa
dentaria foram imobilizadas em 1% w/v de microesferas de alginato. Sua
viabilidade e proliferagcao foram determinadas pelo azul de tripan e ensaio
de MTT, respectivamente. Caracteristicas de células tronco foram
verificadas através da classificacdo das células com CD73 e CD90. O
potencial osteogénico foi avaliado pela presenga de osteocalcina. A
coloracdo de vermelho de alizarina e complexona O-cresolftaleina
confirmou e quantificou a deposicdo de calcio. O RT-PCR avaliou a
expressao de marcadores osteogénicos — ALP, Runx-2 e OCN. Mais do
que 80% das DPSC imobilizadas foram viaveis ao longo do estudo de 3
semanas. A proliferacdo pareceu controlada e consistente ao contrario
nas DPSCs do grupo controle. A presenga de marcadores CD73 e CD90
confirmou a natureza das DPSCs imobilizadas. A presenca de
osteocalcina (OCN), um marcador de osteoblastos, foi confirmada nas
microesferas no 21° dia. Os ensaios de mineralizagcdo mostraram elevada
deposigao de calcio, indicando elevado potencial osteogénico das DPSCs
imobilizadas. Os genes osteogénicos ALP, Runx-2 e OCN também foram
regulados nas DPSCs imobilizadas. Surpreendentemente, as DPSCs
imobilizadas no grupo controle cultivadas em meio para células tronco
convencionais mostraram aumento da expressao de genes osteogénicos
e de osteocalcina. Com esses resultados, os autores concluiram que a
células-tronco da polpa dentaria imobilizadas em hidrogel de alginato

apresentaram potencial osteogénico reforcado e mantiveram a viabilidade
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das células, ambos os quais sdo fundamentais para a regeneracdo do

tecido 6sseo.

2.2 Reacbes celulares frente a exposicao de substancias utilizadas
na terapia de reparo pulpar

Estudos in vitro e in vivo tem investigado a agdo de diversas
substancias sobre as células provenientes da polpa, bem como as células
progenitoras da polpa, com o intuito de revelar as respostas que se

relacionam com a capacidade regeneradora dessas células.

Para Goldberg et al. (2008), o reparo da polpa dental por
capeamento direto com hidréxido de calcio ou por implantagcdao de
moléculas bioativas da matriz extracelular (ECM) implica numa cascata de
quatro etapas: uma inflamagao moderada, o comprometimento da reserva
de células-tronco adultas, sua proliferacdo e diferenciagao terminal. A
ligacéo entre a inflamacéo inicial e o0 comprometimento celular ainda nao
estd bem estabelecida, mas aparece como um fator-chave potencial no
processo de reparagdo. Ou a liberagdo de citocinas devido a eventos
inflamatdrios ativam as células tronco (progenitoras) residentes, ou as
células inflamatérias e os fibroblastos de polpa passam por uma
conversao fenotipica em progenitores semelhantes aos
osteoblastos/odontoblastos implicados na formagcdo de dentina
reparadora. A ativagcdo de células dendriticas apresentadoras de
antigenos por processos inflamatorios leves pode também promover a
diferenciacao de células semelhantes aos osteoblastos/odontoblastos e a
expressdo de moléculas de ECM implicadas na mineralizagdo. O
reconhecimento de bactérias por receptores especificos da membrana de
odontoblastos e fibroblastos desencadeia uma resposta inflamatoria e

imune no tecido pulpar que também modularia o processo de reparagao.
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Paranjpe et al. (2010) cultivaram células-tronco da polpa dentaria
(DPSCs) em MTA cinza e analisaram os niveis de expressdo génica,
secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular e a morfologia da
superficie. O MTA promoveu a sobrevivéncia e a proliferacdo celular, o
que foi significativamente diferente dos controles. MTA regulou a
expressdo de fatores de transcricdo, como Runx2 e genes como
osteocalcina, fosfatase alcalina e sialoproteina de dentina, que sao
importantes genes odontoblasticos, mostrando, assim, a capacidade de
promover a diferenciagao das células da polpa em células semelhante aos
odontoblastos, que, por sua vez, sdo responsaveis pela formacdo da
ponte de dentina. O MTA induziu aproximadamente 1,7 vezes o0 aumento
na secregdo de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento
endotelial vascular, que é importante no processo de reparagao e
regeneracgao de tecidos. As diferengas entre o controle e os grupos MTA
foram estatisticamente significativas. A andlise por MEV revelou as
diferengas nas morfologias de superficie entre o grupo controle e os
grupos MTA. No geral, este estudo sustenta a natureza biocompativel do
MTA e do possivel mecanismo de formacdo de ponte de dentina
juntamente com o reparo do tecido, todos os quais contribuem para um
resultado de um tratamento bem sucedido.

Cavalcanti et al. (2011) analisaram o efeito do diferentes
materiais de capeamento pulpar sobre a secrecédo de interleucina-1 beta
(IL-1B) e interleucina-8 (IL-8) pela migracdo de neutréfilos humanos. Os
neutrofilos foram obtidos a partir do sangue de trés doadores saudaveis.
Os grupos experimentais foram o hidroxido de calcio [Ca 2 (OH)], um
sistema adesivo (Single Bond) e o agregado de trioxido mineral (MTA).
Células nao tratadas foram utilizadas como controle. Camaras Transwell®
foram usadas na realizacdo dos ensaios para simular uma situagao in vivo
de quimiotaxia de neutréfilos. Os materiais de capeamento pulpar foram
colocados na camara inferior e os neutréfilos humanos, na camara

superior. As células foram contadas e o meio de cultura foi analisado
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utilizando kits de ELISA para a detecgao e quantificagdo de IL-13 e IL8. A
secrecao de IL-8 foi significativamente mais elevada em todos os grupos
em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05). O grupo do sistema
adesivo mostrou maiores niveis de IL-8 do que o grupo do MTA (p <
0,05). A secrecao de IL-1B foi significativamente maior apenas no grupo
MTA (p < 0,001). Concluiu-se que apenas MTA é capaz de melhorar a
secrecao de IL-1B e todos os materiais testados aumentaram a secrecao
de IL-8. Estes resultados, combinados com todas as outras vantagens
biolégicas do MTA indicam que o mesmo poderia ser considerado o

material de escolha para capeamento pulpar dental.

Com a finalidade de identificar as mudangas genéticas iniciais
relacionadas com a diferenciacdo odontogénica quando o agregado
triébxido mineral (MTA) é aplicado em células-tronco da polpa dentaria
(DPSC). Seo et al. (2013) obtiveram células odontogénicas diferenciadas
(DPSC induzidas) pelo cultivo das DPSCs em meio indutor de
mineralizagao durante 14 dias. A avaliagao da diferenciagao odontogénica
foi realizada pela detecgao da expressao de marcadores de superficie de
células tronco STRO-1 e CD146 pela citometria de fluxo, pela
mineralizagao in vitro, realizada pelo ensaio de Vermelho de Alizarina e
pela analise da expressdao dos niveis de DSPP e DMP-1 através da
transcrigao reversa de reacgao de polimerase em cadeia (RT-PCR). Depois
disso, o MTA em tubos de teflon foi aplicado aos DPSCs induzidos e a
células nao induzidas. As células expostas em tubos vazios foram
utilizadas como controle negativo. O RNA total foi extraido das células
tratadas e nao tratadas com MTA 1 e 3 dias apos a aplicagao do tubo e
avaliado por meio de anadlise de microarray. Também foi realizada uma
analise de enriquecimento de genes (GSEA). Os principais resultados
foram confirmados pelo RT-PCR. Na analise de microarray, embora os
niveis de expressao de 460 genes tenham mudado mais do que 2 vezes

nas células nao induzidas tratadas com MTA apds 1 dia, apenas 39 genes
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foram alterados em células DPSCs induzidas tratadas com MTA. Nestas,
o valor de correlacédo foi de 0,993 em 1 dia e 0,986 no dia 3° dia, em
comparagao com 0.970 em 1 dia e 0,975, em 3 dias nas células tratadas
com MTA nao induzidas. Analise de enriquecimento de genes revelou que
o MTA regulou significativamente o conjunto de genes envolvidos na
migragao celular, a resposta para transformar o fator de crescimento b1, e
a via da inflamacao nas DPSCs nao induzidas, enquanto que nas DPSCs
induzidas apenas regulou os genes envolvidos na migracédo de células
apos 1 dia. Este resultado mostrou que MTA estimulou a diferenciacao
odontogénica de DPSCs e os efeitos de MTA foram drasticamente
aumentados em células pulpares nao induzidas em comparagdo com
células odontogénicas diferenciadas.

Martin et al. (2014) testaram o efeito de varias concentragdes
de NaOCIl sobre a sobrevivéncia das células troco da papila apical
(SCAPS) e sobre a expressao da sialofosfoproteina da dentina (DSPP).
Canais radiculares padronizados foram criados em dentes humanos
extraidos e irrigados com hipoclorito de sédio - NaOCI (0,5%, 1,5%, 3%
ou 6%) seguido pela irrigacdo de EDTA 17% ou de solugéo salina estéril.
SCAPS foram semeadas em scaffolds a base de acido hialurénico dentro
dos canais e cultivadas por 7 dias. A seguir, as células viaveis foram
quantificadas usando um ensaio de luminescéncia, e a expressao de
DSPP foi avaliada utilizando a reagao da polimerase em cadeia em tempo
real quantitativa. Houve uma significativa reducéo na sobrevivéncia e na
expressdo de DSPP no grupo tratado com NaOCI a 6% em comparagao
com o grupo controle sem tratamento. Sobrevida comparavel foi
observada nos grupos tratados com as concentragdes mais baixas de
NaOCI, mas a maior expressao de DSPP foi observada no grupo NaOCI
a 1,5%. Além disso, EDTA 17% resultou em aumento da sobrevida e na
expressao de DSPP revertendo parcialmente os efeitos deletérios do
NaOCI. Em conjunto, os resultados sugerem que a dentina condicionada

com altas concentragcbées de hipoclorito de sédio teve um efeito negativo
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sobre a sobrevivéncia e diferenciacdo das SCAPS. No entanto, esse
efeito pode ser prevenido com a utilizagdo do NaOCI a 1,5%, seguido por
EDTA 17%.

Kim et al. (2013) constataram que a Canforoquinona (CQ) pode
provocar a inflamacdo pulpar através da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias e prejudicar a diferenciacdo odontogénica das células
pulpares, por meio de de ensaios de viabilidade celular, secregdo de
citocinas e diferenciagdo odontogénica de células primarias da polpa
(DPSCs). As células foram expostas a 250 e 500 mmol/L de CQ por um
periodo de 3 dias, para entdo serem submetidas aos ensaios. O MTT
mostrou uma reducdo na proliferacdo celular. Esta reducao foi associada
ao aumento da expressado de anticorpos p53, p21"VA"! e p16™“A | obtidos
no ensaio de Western blotting. Principalmente a p21"WAF", que foi
significativamente induzida a 250 mmol/L de CQ comparada a p53 e
p16™KA A p21WAFT & uma potente quinase inibidora ciclina-dependente
que inibe a progressao do ciclo celular na fase G1 e detém a divisao
celular. No ensaio de ELISA para secrecao de citocinas, constataram um
aumento nos niveis de IL-6, IL-8 e MMP-3, dados esses confirmados pelo
RT-PCR. O potencial de diferenciacdo e mineralizagao foi avaliado pela
atividade de fosfatase alcalina e coloracdo de vermelho de Alizarina
respectivamente e ambos demonstraram uma redugao de sua atividade.
Para testar se os efeitos da CQ na mineralizagdo também ocorrem em
outros tipos de células, foi utilizada uma linha de células osteoblasticas de
rato, as células MC3T3-E1, e encontrou resultados semelhantes.

De acordo com Yun et al. (2012) o agregado de trioxido mineral
(MTA) tem sido amplamente utilizado em apicificagcdo e apicigénese
clinica. No entanto, os efeitos do MTA sobre as células tronco da papila
apical (SCAPs) e o mecanismo preciso de apicigénese até entdo nao
foram elucidados detalhadamente. Varias células-tronco derivadas de
colbénias foram isoladas a partir da papila apical, e os efeitos do MTA

sobre a proliferacao e diferenciacdo das SCAPs foram investigadas tanto
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in vitro como in vivo. A ativagédo da via do fator nuclear kappa B (NFkB)
nas SCAPs tratadas com MTA foi analisada por imunofluorescéncia e
Western blot. O MTA na concentragdo de 2 mg / mL n&o afetou a
proliferacdo dos SCAPs. No entanto, a 2 mg / mL as SCAPs tratadas com
MTA apresentaram alteragbes ultra-estruturais, aumento na atividade da
fosfatase alcalina, na deposicdo de calcio, na expressao de marcadores
de odontoblastos (sialoproteina da dentina e sialofosfoproteina da
dentina) e marcadores de odonto / osteoblastos (Runx-2 e osteocalcina),
sugerindo que o MTA aumentou a diferenciagdo odonto / osteoblastica
das SCAPs in vitro. Os resultados in vivo confirmaram que MTA pode
promover a dentinogénese regular das SCAPs. Além disso, scaps
tratados com MTA exibiu um aumento citoplasmatico do phos-lkBa e
phos-P65, realcou P65 nuclear e aumentou a translocacdo nuclear do
P65. Quando co-tratados com BMS345541 (o inibidor especifico de
NFkB), a diferenciagdo odonto / osteoblastica mediada por MTA foi
significativamente atenuada. MTA na concentracdo de 2 mg / mL pode
melhorar a capacidade odonto / osteogénica das SCAPs através da
ativacao da via NFkB.

O efeito de biomateriais - MTA e mistura enriquecida em calcio
(MEC) - sobre a diferenciagdo odontogénica de células-tronco de polpa
dentaria humana (DPSCs) foi avaliado por Asgary et al. (2014). Foi
realizada a citometria de fluxo com marcadores de células-tronco para a
confirmacao de suas carcteristicas e homogeneidade. DPSCs isoladas
foram semeadas em discos preparados de MTA, MEC, meio de
diferenciagcao (MD) e meio de crescimento (MC) e incubadas por até 14
dias. Concentragdes de fator de crescimento transformador-b1, proteina
morfogenética de osso BMP2, BMP4, e fator de crescimento de
fibroblastos 4 foram medidos em cada intervalo pelo ensaio ELISA. A
expressao génica de sialofosfoproteina de dentina (DSPP), proteina da
matriz de dentina 1 (DMP-1) e as citocinas foram avaliadas por RT-PCR.

Para avaliar a morfologia das células, foi realizado tomadas de
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microscopia eletrénica de varredura (MEV); o potencial de mineralizagado
foi avaliado pela coloragdo de vermelho de Alizarina S. A microscopia
eletrénica de varredura mostrou que as DPSCs propagaram / aderiram /
proliferaram de forma semelhante para o MTA e MEC. No dia 14, a
coloracdo de vermelho de alizarina S confirmou que a mineralizagao
ocorreu em todos grupos, exceto no MC. Expressdes dos genes DMP-1 e
DSPP foram similares nos grupos MEC, MTA e MD; eles foram
significativamente mais elevados em comparagdo com o MC (p < 0,05).
Uma maior quantidade do gene fator de crescimento transformador-b1 foi
expresso no MTA em comparagdo com os outros grupos (p < 0,05). Ja a
expressao dos genes fator de crescimento de fibroblastos 4 e BMP2 foi
significativamente maior no MEC (p < 0,05). Em todos os grupos testados,
a expressao de BMP4 estava menor que no MC (p < 0,01); no entanto, os
grupos MEC e MD foram semelhantes, mas maiores do que o MTA (p <
0,05). As concentracbes dos produtos de proteinas detectadas usando o
ensaio ELISA confirmaram as expressdes desses genes. Concluiu-se que
o MTA e o MEC podem induzir a diferenciacao de fenotipos semelhantes
aos osteo / odontogénicos de DPSC humanos e eles estimular a
expressao de diferentes genes e a liberagao do fator de crescimento.
Pang et al. (2014) avaliaram o efeito do EDTA sobre a fixagédo e
a diferenciacdo de células-tronco da polpa dentaria (DPSCs). Foi
investigado se as mudangas de comportamento das DPSCs poderiam ser
causadas pelos componentes bioquimicos liberados pela dentina tratada
com EDTA. As células foram obtidas a partir de terceiros molares
humanos e a natureza das células progenitoras foi investigada pela
analise de citometria de fluxo. As DPSCs foram semeadas sobre discos
de dentina tratados e nao tratados com EDTA. Apds 3 dias de cultura, a
fixagdo celular foi avaliada pela densidade das células, o nivel de
expressao do gene fibronectina 1 (FN-1) através da reacao da polimerase
em cadeia em tempo real (RT-PCR) e microscopia eletrénica de varredura

(MEV). Ap6s 21 dias de cultura, a expressao de genes de diferenciagcao



24

(DMP-1, DSPP, ALP e OCN) foi investigada pelo RT-PCR e calcificacéo
foi observada utilizando a coloragdo vermelho de alizarina S. Para
investigar a liberagdo do fator de crescimento pelo EDTA induzido, as
DPSCs foram cultivadas com ou sem contato direto com a superficie
dentinaria tratada com EDTA. Apds 3 dias de cultivo, tanto a densidade
celular como o nivel de expressao da fibronectina foram significativamente
mais elevados no grupo de dentina tratada com EDTA. Apds 3 semanas,
as DPSCs nas superficies dentinarias tratadas com EDTA apresentaram
niveis de expressao mais elevados de DSPP e de DMP-1, enquanto que
as DPSCs cultivadas sem contato direto com as superficies de dentina
tratadas com EDTA nao apresentaram estes resultados. Os resultados
mostraram que o EDTA induziu a fixagcdo das células e a diferenciacéo
odontoblastica/osteoblastica, a qual foi observada somente no grupo onde
as DPSCs foram colocadas em contato direto com as superficies de
dentina tratadas com EDTA. Estes resultados sugerem que o EDTA é
benéfico para alcangar resultados de sucesso em endodontia
regenerativa.

Uma combinacao de 3 antibidticos (3 mix — ciprofloxacina,
metronidazol e minociclina) tem sido amplamente utilizada em endodontia
regenerativa. Estudos recentes recomendam que uma concentragao
segura de 3 mix € na gama de 0,39 mg / ml e 1 mg / ml, pois altas
concentragdes podem limitar a regeneracéo do tecido. Com o objetivo de
determinar a capacidade regenerativa das células da polpa dental
humana (DPCs) e da papila apical humana (APCs), ap6s um tratamento
de 7 dias com doses selecionadas do 3 mix, Phumpatrakom e Srisuwan
(2014) dividiram as células DPCs / APCs primarias de terceira passagem
em grupos controle e experimental. No grupo controle, as células foram
cultivadas em meio completo regular. No grupo experimental, as células
foram cultivadas em meio completo contendo 0,39 mg/ mL ou 1 mg / mL
de 3 mix durante 7 dias. Apds o periodo de tratamento, os meios foram

alterados, e as células ainda foram testadas quanto ao potencial de
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proliferacdo e diferenciacdo. Para a proliferacdo celular, foi usada uma
qualificacdo colorimétrica de MTT nos dias 1, 3, 5, e 7. Para o potencial
de diferenciagdo, um meio de diferenciagdo dentinogénico foi adicionado
nas células tratadas e cultivadas durante 7, 14 e 21 dias. Os resultados
foram analisados utilizando-se coloracdo de vermelho de Alizarina S RT-
PCR em tempo real quantitativo. Apos 7 dias de tratamento, foi
descoberto morte celular em 100% do grupo com 1 mg/mL de 3mix. A
capacidade proliferativa das DPCs e APCs tratadas com 0,39 mg / mL de
3mix foi significativamente menor do que a de células ndo tratadas em
todos os tempos (p < 0,05). A formagdo de nodulos mineralizados foi
encontrada tanto nos grupos tratados com 3mix como nos grupos
controle, mas foi significativamente menor nos grupos tratados com 3mix
aos 7, 14, e 21 dias (p < 0,01). RT-PCR em tempo real quantitativo nao
mostrou diferenga estatisticamente significativa (intervalo de confianga de
95%) em sialoproteina éssea, ALP e expressao génica de DMP-1 em
quaisquer DPCs ou APCs tratadas com 3 mix comparados com 0s grupos
controle. Concluiu-se que 1 mg/mLde 3 mix teve forte toxicidade para
DPCs / APCs quando aplicado durante 7 dias, enquanto que 0,39 mg / mL
de 3 mix mostraram nenhuma toxicidade, mas ainda afeta a proliferagao
celular e o potencial de mineralizagdo. No entanto, nenhuma diferenga na
expressdo de genes dentinogénicos foi observada entre os grupos

tratados com 3 mix e os grupos nao tratados.

2.3 Reacdes das células da polpa frente a inflamacao pulpar

Apo6s a exposicdo do tecido pulpar, as citocinas sao
produzidas, o que regula a resposta inflamatéria da polpa. Ferreira et al.

(2009) verificaram a participacdo de fibroblastos da polpa de dentes
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deciduos humanos nesse processo inflamatério, no que se refere a
produgcdo de interleucina-1 beta (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8) a partir
destas células. Agentes da pulpotomia foram aplicados como meios
condicionados no cultivo de células com os seguintes grupos: (1) controle
negativo; (2) controle positivo (lipopolissacarideo - LPS); (3) de hidréxido
de caélcio (pd); (4) agregado de trioxido mineral (MTA); (5) resina adesiva
e (6) formocresol. Apds 24 horas em contato com as células, os meios
condicionados foram removidos, as proteinas foram extraidas das células
e IL-1B e IL-8 foram quantificadas pelo ensaio ELISA. Observou-se que o
hidréxido de calcio estimulou a produgédo de IL-1B sem estimular a IL-8.
Por outro lado, a resina adesiva e o formocresol estimularam a producao
de IL-8, e ndo estimulou a IL-1B8. O MTA estimulou ambas as citocinas em
um nivel intermediario, quando comparado com os outros materiais.
Dessa forma, o estudo concluiu que os fibroblastos de dentes deciduos
podem responder imunologicamente e que diferentes materiais de
capeamento pulpar podem ajudar neste processo.

Abd-Elmeguid et al. (2012), investigaram a presenga de DMP-1
em polpas inflamadas e em polpas normais de dentes impactados,
coletadas em clinica endodéntica. Células pulpares dos dentes
impactados foram explantadas para testar o efeito do DMP-1 sobre a
producdo de interleucina-6 (IL-6) e IL-8 através do ensaio ELISA.
Utilizando imunohistoquimica, o DMP-1 foi localizado nas polpas
inflamadas, mas estava ausente nas polpas dos dentes impactados. Onde
quer que encontrados, areas de calcificagao foram coradas positivamente
contra DMP-1, sugerindo seu possivel envolvimento na inflamacédo da
polpa e na calcificagao patolégica. Para testar esta hipotese, fibroblastos
de polpa humanos primarios foram cultivados e identificados com base na
sua morfologia, imuno-reatividade contra vimentina e colageno a1 por
imunofluorescéncia, coloragdo negativa para CD45, CD34, e citoqueratina
por citometria de fluxo. O DMP-1 (10 ng / ml) estimulou a producgao de IL-

6 e IL-8 a partir dos fibroblastos da polpa e demonstrou um efeito aditivo
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ao do lipopolissacarideo na producdo de IL-6 e IL-8. A inibicdo da via
proteina quinase mitdégeno-ativado p38 bloqueou o efeito pré-inflamatério
do DMP-1 sobre os fibroblastos da polpa. Concluiram que o DMP-1 pode
participar no desenvolvimento de alteragdes inflamatorias na polpa
dentaria e sua inibicdo pode ser uma nova estratégia terapéutica para
atingir a inflamacé&o da polpa e calcificagdo patologica.

ElSalhy et al. (2012) mediram e compararam os niveis de
expressao das citocinas IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IFN-c no sangue
pulpar de pulpite irreversivel, na exposicao pulpar por carie assintomatica
e polpas normais. O sangue foi obtido a partir de locais com exposigao
pulpar usando bolinhas de algodao. Vinte e cinco amostras foram obtidas
a partir de dentes normais, 40 de exposicdes pulpares por carie
assintomaticas e 43 polpas de dentes com pulpite irreversivel. Os niveis
de citocina foram determinados pelo ensaio ELISA. Niveis
significativamente mais elevados (p < 0,05) de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e
IFN-c foram detectados em polpas expostas por caries e pulpite
irreversivel, em comparacdo com os dentes normais. Os niveis de IL-2 e
IL-10 foram significativamente maiores (p < 0,05) em polpas expostas por
caries, em comparagao com a pulpite irreversivel, enquanto a IL-8 foi
significativamente maior (p < 0,001) em pulpite irreversivel em relagéao as
polpas expostas por caries. O mais interessante, as propor¢des IL-6/IL-10
e IL-8/IL-10 foram significativamente maiores (p < 0,001) na pulpite
irreversivel em comparagdo a ambas as polpas expostas por caries e
dentes normais. Niveis de IL-8 e a proporgédo de IL-6/IL-10 e IL-8/IL-10
tém o potencial de serem indicadores de inflamacao pulpar em casos de
polpas expostas por caries.

Para investigar a correlagao entre diferentes aspectos de sinais
e sintomas clinicos e radiograficos de acordo com os niveis de
interleucina IL-1B3, fator de necrose tumoral a (TNF-a), IL-6, IL-10,
prostaglandina E2 (PGE2) e suas correlagbes (network) produzidas por

macrofagos estimulados por conteudo endoddntico coletado de infecgao
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endodontica primaria com periodontite apical (IEPPA). Martinho et al.
(2012) coletaram amostras de 21 canais radiculares com IEPPA usando
cones de papel. A presenca de exsudato (EX), dor a palpacéo (DP),
sensibilidade a percussao (SP), e o tamanho da les&o radiografica (TLR)
foram registrados. Reacdo da polimerase em cadeia (16S rDNA) foi
utilizada para a detecgéo bacteriana e o ensaio limulus amebocyte lysate
(LAL) para a medigdo da endotoxina. Macréfagos Raw 264.7 foram
estimulados com conteudo bacteriano durante 24 horas. As quantidades
de IL-1b, TNF-a, IL-6, IL-10 e de PGE2 foram medidas pelo ensaio ELISA.
As bactérias e endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras. IL-6
e TNF-a foram correlacionados positivamente com a TLR e EX,
respectivamente (p < 0,05). Sinais e sintomas clinicos e achados
radiograficos foram definidos como varidveis dependentes para
correlagbes de EX-positiva entre PGE2, IL-1b, e TNF-a (p < 0,05),
enquanto que a IL-6 e de PGE2 foram correlacionados positivamente uns
com os outros em DP, mas correlacionados negativamente na TLR (p <
0,05). Quando DP e SP-DP foram definidos como variaveis dependentes,
diferentes correlacbes de citocinas foram encontradas. Os resultados
sugeriram papéis diferentes para cada citocina no desenvolvimento de
periodontite apical, cujos efeitos de redes sobrepostas dependem dos
sinais e sintomas e caracteristicas radiograficas encontradas na infecgao

endododntica.

Para entender os mecanismos relacionados com o©
envelhecimento da polpa que podem influenciar o processo de reparagao
pulpar, Lee et al. (2013) cultivaram células pulpares dentais humanas
(HDPCs) e estimularam seu envelhecimento prematuro por estresse
através da exposicdo a 150 mmol/L H»0,. O estado de senescéncia foi
caracterizado pela coloracdo in situ dos testes enzimaticos SA -
galactosidase e ONPG e pela avaliagao do nivel de espécies de oxigénio

reativo (ROS), através de uma sonda fluorescente sensivel a oxidacao,
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seguido pela citometria de fluxo. A expressado alterada de moléculas da
inflamacé&o cronica e relacionadas com o envelhecimento foi avaliada pelo
Western blotting e as fungdes da dentinogénese comprometidas pela
senescéncia foram avaliadas pelo Western blotting, RT-PCR, atividade de
fosfatase alcalina (ALP) e coloracdo vermelho de Alizarina S. A
senescéncia replicativa das células e a senescéncia prematura induzida
por estresse foram comparadas. As primeiras apresentaram um aumento
na expressao das moléculas de adeséo intracelular-1(ICAM-1) e molécula
de adesdo de célula vascular-1 (VCAM-1) e reducdo gradativa de
moléculas inflamatdrias crénicas como receptor ativado de proliferador de
peroxissoma-gama (PPAR-¥) e moléculas heme oxigenase-1(HO-1).
Também mostraram alta expressdao de moléculas p53, p21, quinase
fosforilada regulada por sinal extracelular (p-ERK1/2) e c-myb. As células
com senescéncia prematura induzida por estresse apresentaram
resultados semelhantes as primeiras. Além disso, ambas as HDPCs
reduziram os marcadores odontogénicos como a sialoféfoproteina da
dentina (DSPP) e a matriz de dentina-1(DMP-1) e os marcadores
osteogénicos de proteina morfogenética 6ssea-2 e 7 (BMP-2 e 7), Runx-2,
osteopontina (OPN), ALP e formacdo de ndédulos mineralizados. Numa
comparagao entre células envelhecidas e células mais jovens, aquelas

exibiram baixa atividade de fosfatase alcalina e redu¢cao da mineralizacao.

2.4 Reacdes de diferentes células dentais frente a exposicao ao LPS

A polpa dental, como qualquer outro tecido conjuntivo,
responde a agressao com o processo de inflamacao, a fim de eliminar os

patégenos e permitir o reparo (Silva et al., 2009).
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O lipopolissacarideo (LPS) — endotoxina liberada apds lise das
paredes celulares de bactérias Gram-negativas, tem seu envolvimento no
processo inflamatério por meio da promogao de respostas biologicas
(Schein, Schilder, 1975; Watanabe et al., 2013).

Segundo Nakane et al. (1995), células da polpa dental humana
foram tratadas com 1, 10 e 100 yg / mL de lipopolissacarideo (LPS). Os
efeitos do tratamento foram examinados através da medicéo do teor do de
DNA, teor de proteina, e atividade da fosfatase alcalina das células.
Amostras de LPS foram purificados de Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Fusobacterium nucleatum isolados de
canais radiculares e o LPS de Escherichia coli 0111: B4 foi utilizada como
um controle positivo. A uma concentragéo de 1 p g/ ml, nenhum dos LPS
causou qualquer alteracado na producédo de DNA ou de proteina, enquanto
que a quantidade de DNA foi aumentada a 10 y g/ mL e inibida a 100 u g
/ ml. A sintese proteica foi diminuida por LPS em ambas 10 e 100 y g/ ml.
A atividade de fosfatase alcalina nado foi alterada em qualquer

concentracao de LPS testados.

O papel do LPS nas reabsorgdes osseas periapicais foi
investigado por Hong et al. (2004). Polimixina B (PMB), um inibidor
especifico do LPS, foi avaliado para tratar a lesdo apical. O LPS isolado
de dois patogenos endoddnticos comuns, Fusobacterium nucleatum e
Porfiromonas endodontalis, estimulou macrofagos de rato (J774) a liberar
Interleucina-1a (IL-1a) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em
determinado periodo de tempo. A combinacdo de LPS reforgcou o
estimulo. Entretanto, o PMB inibiu seus efeitos significativamente. O LPS
também estimulou a expressdo do gene MMP-1 nas células J774,
enquanto que os anticorpos anti-IL-1a e anti-TNF-a, assim como o PMB,
reduziram seu efeito. Um modelo de infeccdo da lesdo periapical foi
estabelecida nos ratos Wistar. A administragdo de PMB reduziu a

extensdo das lesbes associadas a reabsor¢cdo Ossea de 76% a 80%
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aproximadamente e reduziu simultaneamente o numero de MMP-1
produzidos por macrofagos. Os autores sugerem que o LPS proveniente
de canais radiculares infectados promove a sintese de IL-1a e TNF-a de
macrofagos. Essas citocinas pré-inflamatérias regulam a producdo de

MMP-1 pelos macrofagos para estimular a reabsorgao 6ssea periapical.

Nomiyama et al. (2007) estabeleceram a proliferacédo das linhas
de células progenitoras da polpa de células da papila dental dos incisivos
de ratos. Essas linhagens apresentaram altos niveis de fosfatase alcalina
(ALP), expresséo de Runx2 e sialofosfoproteinas da dentina (DSPP) e
formacédo extracelular de ndédulos mineralizados. Usando a linha de
células com elevado nivel de expressdao de DSPP e a deposi¢gao mineral
proeminente, examinou-se se o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) teve
efeitos sobre as respectivas propriedades odontoblasticos e descobriu
que a atividade de ALP, a expressao de DSPP e Runx2, e a formagao de
nodulos mineralizados foram suprimidas de acordo com a concentragao
do LPS. Estes resultados sugerem que a infecgdo bacteriana gram-
negativa pode regular negativamente a fungéo dos odontoblastos.

Kishimoto et al. (2012) investigaram os efeitos de PGNs gram-
negativas e gram-positivas sobre a reabsorcdo Ossea e
osteoclastogénese na presenca ou na auséncia de LPS. Foram injetados
PGN de Escherichia coli ou Staphylococcus aureus com ou sem LPS na
gengiva de rato, e avaliadas histopatologicamente a reabsorgdo do 0sso
alveolar por coloracao da fosfatase acida resistente ao tartarato. Também
estimulou-se os precursores de osteoclastos de macrofagos da medula
Ossea de rato com estas PGNs in vitro e avaliou-se a osteoclastogénese.
As células também foram estimuladas com os ligantes sintéticos para
NOD1; c-D-glutamyl-meso-DAP NOD2; muramyl dipeptide ou TLRZ;
Pam3CSK4 com ou sem LPS para analisar a sinalizacao cross-talk. PGN
de S. aureus, mas nao PGN de E. coli, induziram a reabsor¢cao do 0sso

alveolar, assim como LPS. No entanto, ambas as fontes de PGN
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aumentaram significativamente a reabsorgdo 6ssea nos ratos com LPS
co-injectados. Ambos os tipos de PGNs induziram a osteoclastogénese e
aceleraram a osteoclastogénese quando as células foram co-estimuladas
com LPS in vitro. Todos os ligantes sintéticos induziram sinergicamente a
osteoclastogénese por co-estimulagdo com LPS. Concluiu-se entdo que
PGN gram-positivas ou gram-negativas trabalharam em sinergia com o
LPS para induzir a reabsorgao éssea e osteoclastogénese, possivelmente
pela coordenagédo dos efeitos do TLR2, NOD1, NOD2 e sinalizagdo do
TLR4.

Considerando a importancia das citocinas, interleucina-1 beta
(IL-1R) e interleucina-8 (IL-8) frente ao processo inflamatério, Silva et al.
(2009) analisaram a localizagdo, distribuicdo e concentracdo dessas
citocinas em polpas saudaveis e inflamadas. Utilizaram para o estudo
vinte polpas, obtidas a partir de terceiros molares saudaveis (n = 10) e de
pulpectomias (n = 10), com a metade de cada grupo utilizado para imuno-
histoquimica e metade para ensaios de extracdo de proteinas e ELISA.
Os fibroblastos obtidos a partir de polpas saudaveis, estimulados ou nao
por lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), a fim de simular a
agressao nas culturas de células, foram analisados por ELISA para IL-1}
e IL-8 como informagdo complementar. Os dados obtidos a partir da
imuno-histoquimica foram analisados qualitativamente. Os dados obtidos
a partir de ensaios de ELISA (de tecidos e células) foram tratados
estatisticamente pelo teste t (p < 0,05). Na analise imuno-histoquimica,
observaram que as polpas inflamadas foram fortemente coradas para
ambas as citocinas nas células inflamatérias, enquanto que as polpas
saudaveis ndao foram marcadas. O ELISA dos tecidos confirmou
guantitativamente a presenca elevada de ambas citocinas. Além disso, os
fibroblastos da polpa cultivados e estimulados por LPS também
produziram mais citocinas do que as células de controle. Assim,

concluiram que as polpas inflamadas apresentam valores mais elevados
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de IL-1b e IL-8 do que as polpas saudaveis e que os fibroblastos de polpa
estimulados por LPS bacteriano produzem niveis mais elevados de IL-1b

e |IL-8 do que o grupo controle.

Células do foliculo dental (CFDs) como células precursoras
periodontais sao a fonte natural para terapias celulares para periodontite.
A periodontite é iniciada apds a infeccdo do periodonto com agentes
patogénicos orais, tais como as bactérias Gram-negativas Porphyromonas
gingivalis. O lipopolissacarido (LPS) é o principal componente da
membrana externa de bactérias gram-negativas. Morsczeck et al. (2012)
investigaram a administragdo de LPS as CFDs. Foram avaliados a
proliferagao celular (ensaio WST1), expressédo de citocinas IL-1B, IL-8 e
IL-6 (RT-PCR tempo real) e a diferenciacdo osteogénica de CFDs
(atividade de fosfatase alcalina — ALP - e coloracdo com vermelho de
alizarina) na presenca de LPS de P. gingivalis e LPS de Escherichia coli.
Todas as citocinas pro-inflamatérias testadas foram altamente
aumentadas apos o tratamento com LPS de E. coli. O LPS de P. gingivalis
induziu somente a expressido de IL-8, mas esta expressao foi
significativamente mais baixa do que apds a administracdo de LPS de E.
coli. A atividade de ALP foi significativamente superior em CFDs apds a
administragcao de LPS de E. coli do que apds a administragdo de LPS de
P. gingivalis ou sob condigbes normais de diferenciacdo celular. No
entanto, a mineralizagdo foi inibida com LPS de ambas as espécies
bacterianas. Concluiu-se que o LPS altera a diferenciacdo osteogénica
em CFDs. Além disso, a falta de indugédo de citocinas pro-inflamatorias
nas CFDs apdés a administracdo de LPS de P. gingivalis difere
grandemente dos fibroblastos de LPD. Estas propriedades imunolégicas
de CFDs tem que ser consideradas para terapias celulares de periodontite
com CFDs.

O estudo de Oliveira e Santos (2012) foi realizado para avaliar

0 mecanismo envolvido na expressao do fator de células-tronco (SCF) e
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producdo por lipopolissacarideo (LPS) estimulados por células
semelhantes aos odontoblastos (ODs-like) e para investigar a via do sinal
de transducdo ativada nesse processo. Células ODs-like (MDPC-23)
foram estimuladas com diferentes concentragdes de LPS por 1, 6 e 24
horas. A expressao do SCF nas células ODs-like foi analisada pelo RT-
PCR, e a produgdo de SCF foi avaliada por ensaio imunoenzimatico
ELISA. Num outro conjunto de experimentos, as células ODs-like foram
pré tratadas com dexametasona (DEX), MK886 (MK), inibidor de p42/44
(PD 98059 [PD]), inibidores de p38 (SB 202190 [SB]), ou um inibidor de
PI3K (wortmannin [Wort]) durante 30 minutos seguido do estimulo com
LPS (0,1 mg / mL) para 1 hora. As células ODs-like estimuladas com LPS
(0,1 mg / mL) durante 1 hora expressaram SCF, mas a produ¢ao de SCF
diminuiu com as concentrac¢des crescentes de LPS (1, 10, e 100 mg / mL).
DEX e MK foram capazes de inibir a expressdo do mRNA do SCF. PD,
SB, e Wort inibiram a expressdao do mRNA do SCF. Concluiu-se que o
LPS induziu a expressdo de mRNA do SCF e a produgdo em células
ODs-like ocorre através da producédo de leucotrienos ou de citocinas e /
ou formacao de quimiocinas, ativando a p42/44, p38, e as vias PI3K. Os
dados sugerem que o SCF liberado pelas células ODs-like podem agir

como moduladores da resposta imune.

Com o objetivo de comparar os niveis de endotoxinas
(lipopolissacarideos [LPSs]) encontrados em infecgbes endoddnticas
primaria e secundaria com periodontite apical, correlacionando o teor de
LPS com os achados clinicos e radiograficos. Além de investigar a
presenca de bactérias alvo anaerdbias gram-negativas, Gomes et al.
(2012) colheram amostras a partir de 15 canais radiculares com infecgbes
primarias € 15 com infec¢gdes secundarias, usando cones de papel. O
ensaio limulus amebocyte lysate (LAL) foi usado para quantificar
endotoxinas e a técnica da reagao da polimerase em cadeia (PCR [16S

rDNA]) foi utilizada para a deteccdo de bactérias. Endotoxinas foram
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detectadas em 100% das amostras coletadas de canais radiculares com
infecgbes primarias (15/15) e infecgbes secundarias (15/15), com valores
médios de 7,49 EU / ml e 3,96 EU / ml, respectivamente (p < 0,05). O
valor da mediana de endotoxinas encontrado na presenca de sintomas
clinicos foi significativamente mais elevado do que em dentes
assintomaticos com infecgdes primarias (p < 0,05). Foi encontrada uma
correlagao positiva entre o conteudo de endotoxina € um tamanho maior
da area radiolucida (> 3 mm) (p < 0,05). Prevotella nigrescens (10/15,
4/15), Fusobacterium nucleatum (5/15, 1/15), Treponema denticola (3/15,
1/15) e Treponema socranskii (5/15, 1/15) foram detectados nos dentes
com infec¢des primarias e secundarias, respectivamente. P. endodontalis
estava presente apenas em dentes com infecgdes primarias (15/5). Os
dentes com infecgdes endoddnticas primarias tiveram maiores teores de
endotoxinas e uma comunidade bacteriana gram-negativa mais complexa
do que os dentes com infeccoes secundarias. Além disso, os niveis de
endotoxinas foram relacionados com a gravidade da destruigcdo dssea nos
tecidos periapicais bem como o desenvolvimento de caracteristicas

clinicas em dentes com infecgdes primarias.



3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (E. coli), sobre células progenitoras
da polpa dentaria. Estes efeitos foram observados sobre ensaios
funcionais (producdo de nodulos mineralizados pelo ensaio de alizarin
vermelho e atividade enzimatica da fosfatase alcalina), expressao de
citocinas inflamatdrias IL-1B e TNF-a (ELISA) e na expressao génica de
marcadores de diferenciacdo odontoblastica (DMP-1 e DSPP).
Adicionalmente, o potencial de impedir o processo de mineralizagéo ja
iniciado sera avaliado nos mesmos parametros (funcionais e de
expressao génica), tendo como base as mesmas células progenitoras

induzidas por meio osteogénico.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Condic0des de cultivo celular

As células utilizadas nesse estudo foram cultivadas em meio
minimo essencial, variagado alfa (alfa-MEM, GIBCO/Life Technologies
Corporation, Grand Island, NY, USA), suplementado com 20% de soro
fetal bovino (GIBCO/Life Technologies) inativado por calor, 0,01g (100uM)
de acido ascérbico (SIGMA ALDRICH, St Louis, MO, USA) e 1% de
solugdo antimicética-antibidtica (penicilina e estreptomicina [ SIGMA
ALDRICH, St Louis, MO, USA]) (Figura 1a) e mantidas em estufa a 37°C,
numa atmosfera umida de 5% de CO; (Thermo Fisher Scientific Inc,United
States). As células foram cultivadas em frascos proprios para cultivo de 75
cm® — 270 ml (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland)
(Figura 1b) - sempre até atingirem subconfluéncia (80% de ocupacgéo do
frasco/placa), quando foram tripsinizadas e subcultivadas numa relagao

de area de 1:4.
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Figura 1 — a) meio de cultura (a-MEM), suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB), 0,01g (100 uM) de &cido ascoérbico e 1% de solugdo antimicética-antibidtica
(penicilina e estreptomicina); b) frasco para cultivo de 75 cm?®, contendo 15 ml de meio
de cultura celular.

4.2 Isolamento das células progenitoras

Apesar de nao ser objeto do presente trabalho, optamos por
colocar a descrigao a seguir, de modo a viabilizar a compreensao dos
métodos de obtencgao de células progenitoras. Estas células foram obtidas
em estudo anterior, devidamente aprovada em comité de ética (parecer
46420, Anexo- A) e arquivadas em nitrogénio liquido no banco de células
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do Departamento de Odontologia Restauradora do ICT-SJC. De forma
geral, um molar deciduo esfoliado naturalmente foi clivado e seu tecido
pulpar coletado de forma asséptica, fragmentado com lamina de bisturi e
digerido enzimaticamente conforme descrito por Gronthos et al. (2000),
utilizando-se uma solugdo contendo 3 mg/ml de colagenase tipo | e 4
mg/ml de dispase por 1 hora a 37 °C.

A solugdo (1 ml) obtida apdés a digestdo dos fragmentos foi
fitrada em “cell strainers” com poros de 70 um (Ref. 352350, BD
Biosciences, EUA), de modo a obter suspensdo contendo células
isoladas. Essa suspenséao foi diluida em meio de cultura em 10x e dividida
em 10 pocos de placas de 6 pocos. Apds 24 horas, os pocos foram
lavados com PBS e observados cuidadosamente em microscopia de fase
para busca de células isoladas aderidas, as quais foram marcadas (com
marcador na tampa da placa). Essas células marcadas foram entdo
observadas diariamente para confirmar sua capacidade clonogénica, uma
vez que células diferenciadas dificimente sobrevivem na auséncia de
contato com outras células. Ressalta-se que foram selecionadas somente
células de pogos que apresentassem somente colénias formadas a partir
de uma unica célula, descartando-se os outros pogos. Confirmada a
formacéao da col6nia, as células foram tripsinizadas e levadas a frascos de
cultura para expansao. O potencial progenitor das células isoladas foi

confirmado pela execug¢ao dos ensaios descritos no Quadro 1 (abaixo).
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Quadro 1- Potencial progenitor das células utilizadas no estudo

Ensaio Inducéo Positivo
Diferenciacéo insulina recombinante humana, L-

adipogénica (Oleo glutamina, dexametasona, 3-isobutil-1- Sim
vermelho) metilxantina e indometacina

Diferenciacéo dexametasona, ascorbato, piruvato de
condrogénica sédio, prolina, L-glutamina e 10ng/ml Sim
(Azul alciano) de TGFR-3

Diferenciacao :
¢ dexametasona, L-glutamina, ascorbato

osteogénica i Sim
(Aliza?in vermelho) e R-glicerolfosfato

Expresséo de CD73 . Sim
(Western blotting)

Expresséo de CD90 . Sim
(Western blotting)

Expressao de

CD105 (Western - Sim
blotting)

Expresséo de CD34 . Nao
(Western blotting)

Expresséo de CD

45 (Western T Nao

blotting)

4.3 Grupos experimentais

Foram estabelecidos 8 grupos experimentais para os ensaios
de atividade de fosfatase alcalina (ALP), utilizando-se um total de 4
concentragdes diferentes de LPS sobre as células. Para os ensaios de
expressao génica e de mineralizagao (formacao de ndédulos), utilizou-se
somente as concentragdes mais baixas que apresentaram efeito visivel na
atividade de fosfatase alcalina. De modo geral, o LPS (E. coli, L4391,
SIGMA ALDRICH, St. Loius, EUA) foi aplicado as culturas nas
concentragdes citadas (Quadro 2), sendo que metade dos grupos teve o

estimulo pelo meio de cultura osteogénico, suplementado por
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hidrocortisona-21-hemisuccinato e beta-glicerolfosfato (CC-4194, Lonza,
Walkersville, EUA). A outra metade recebeu suporte pelo meio de cultura
alfa-MEM suplementado conforme descrito anteriormente (item 4.1).
Ressalta-se que as concentragbes foram definidas apos estudo piloto em
ensaios de viabilidade celular, onde valores de até 10 pg/ml foram
aplicados sobre o0 mesmo tipo celular, e de atividade de fosfatase alcalina,
onde valores sdo descritos no Quadro 2. Os limites a serem testados
foram estabelecidos como o minimo para se observar mudangas na
atividade de fosfatase alcalina (20 ng/ml) e maximo para se evitar efeitos
de morte celular (20000 ng/ml). Todos os ensaios descritos abaixo foram

realizados em triplicatas para assegurar a reprodutibilidade dos mesmos.

Quadro 2- Grupos experimentais

Concentragdo de Alfa-MEM Meio osteogénico
LPS
Controle (sem LPS) - +
20 ng/ml 20 20IM
200 ng/ml 200 200IM
2000 ng/ml 2000 2000IM
20000 ng/ml 20000 20000IM

4.4 Ensaio de atividade de fosfatase alcalina

Para verificar o potencial de mineralizagdo das células, foi
realizado o ensaio de Fosfatase Alcalina (ALP), seguindo as instrugdes do
fabricante (83369, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Foi utilizada uma

placa de 96 pocos, onde foram plaqueadas 5 x 10° células em 200 pL de
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meio em cada pogo, num total de 4 amostras para cada grupo
experimental. Logo apods, a placa foi levada a estufa a 37 °C onde
permaneceu por 24 horas.

Em seguida, a placa teve o meio removido e foram adicionados
novos meios contendo as diluigdes do LPS de acordo com o item 4.3. A
placa foi incubada novamente na estufa por 3 dias. Depois desse periodo,
os meios foram removidos para, em seguida, ser adicionado aos pogos 80
ML de Buffer (solugdo tampao) (Figura 3a), para a lise e homogeneizagao
das células. Foi preparado uma solucdo de pNPP (fosfato de p-
nitrofenila), contendo dois tabletes de pNPP (Figura 3b) e 5,4 mL de
buffer, agitados manualmente e mantidos no gelo até o momento de sua
utilizacdo. Foram adicionados em cada pocgo da placa 40 pyL da solucéo
de pNPP. A placa foi envolvida em papel aluminio (Figura 3c) para a
protecéo da luz e levada novamente ao agitador por 30 segundos e entao
foi mantida em temperatura ambiente (25 °C) pelo periodo de uma hora.
Transcorrido esse periodo, foi acrescentado 20 pyL de solucédo de parada
(Figura 3d) em cada pogo. Mais uma vez, a placa foi levada ao agitador
por 30 segundos e, em seguida, levada para leitura em espectrofotdmetro

(Figura 3e) a um comprimento de onda de 405 nm.
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Figura 3 — a) solugcao tampao; b) tabletes de pNPP; ¢) placa envolvida em papel aluminio
para proteg¢ao da luz; d) colocagao da solugdo de parada; e) espectrofotdbmetro.

4.5 Ensaio de formacéo de nédulos minerais

As células foram plagqueadas em placa de 24 pogos com 400
ML de meio em cada pogo. Apds 24 horas em estufa, o meio de cultura foi
substituido pelos meios contendo o LPS a uma concentragcdao de 200
ng/ml. Os meios foram substituidos por meio fresco a cada 2-3 dias até
cumprirem o prazo de 3, 7 e 14 dias, quando foram processadas para
observacao dos depdsitos de calcio.

Para o ensaio, os meios foram removidos e as células lavadas

com o PBS. A seguir, elas foram fixadas em formalina 10% (pH 7.4) e
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permaneceram em temperatura ambiente por 1 hora, para depois serem
lavadas por 2 vezes com agua deionizada. A monocamada de células foi
coberta com 200 uL do corante Alizarin vermelho e foram incubadas por
20 minutos (Figura 4). Foram realizadas sucessivas lavagens com agua
deionizada até a total remogao de corante ndo ligado. Apds lavagens, foi
adicionada &agua deionizada nos pogos para a observagdo em
microscopio de fase para deteccdo dos nodulos mineralizados e

fotografias para comparagao qualitativa entre os grupos.

PPy

e

SHEDp? - LS - ARSDuS A/

Figura 4 - Monocamada de células coberta com 200 uL do corante Alizarin vermelho.

4.6 Ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Para a quantificagdo das citocinas, as células foram
plagueadas em placa de 24 pocos com 400 pL de meio em cada pogo.
Apos 24 horas em estufa, o meio de cultura foi substituido pelos meios
contendo o LPS a uma concentragdao de 200 ng/ml. Os meios foram
substituidos por meio fresco a cada 2-3 dias até cumprirem o prazo de 3,
7 e 14 dias, quando o sobrenadante dos pogos foram removidos e
congelados em -80 °C

No dia anterior ao ensaio — até no maximo 18 horas antes — foi
realizado a sensibilizacdo das placas de 96 pocgos, especificas para
ELISA (Global Plast, Global Trade Technology, Monte Allto, SP) (Figura



45

5), com os anticorpos de captura da IL-1B e TNF-a. Para este
procedimento, foi colocado em uma placa de Petri 10 ml de PBS, do qual
foram removidos 55,56 uL e acrescentados 55,56 uL do anticorpo de
captura IL-1B (para ficar com um volume total de 10 ml), o mesmo foi
realizado para a TNF-a. Esta quantidade foi calculada para uma placa de
96 pocos. Foi aplicado 100 pyL dessa solugao em cada poco da placa. Em
seguida, cobriu-se a placa com filme de PVC e a mesma permaneceu

sobre a bancada até a manha do dia seguinte.
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Figura 5 — Placa de 96 pocgos especifica para o ensaio ELISA.

Na manha seguinte os pogos foram lavados 3 vezes com 300
ML de solugao tampéao (20 ml de whash buffer diluido em 980 ml de agua
deionizada) com uma multicanal. Logo apéds, a solugdo tampao foi
removida e o excesso foi retirado com batidas da placa contra uma

camada de papel absorvente, com forga, até ficar seco (Figura 6).

‘\f'

Figura 6 — Secagem da placa com batidas sobre camada de papel absorvente.
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Apos a remogao do excesso da solugao tampao, acrescentou-
se 300 pl da solugdo de bloqueio (ou reagente diluente) em cada poco,
constituido por 100 ml PBS mais 1 g BSA (agitados para dissolver), o qual
permaneceu nos pocos por uma hora. Nesta etapa, € importante anotar o
horario para cada placa, para que os pogos comecem a ser lavados na
etapa seguinte sem acréscimos de minutos. Enquanto aguardou-se o
tempo, foi preparada a curva padrdo. Para esta, foram preparadas 7
amostras em duplicata (Figura 7). Foi colocado 600 pL de reagente
diluente no primeiro eppendorf e 300 yL nos demais 6 eppendorfs. Em
seguida, foi colocado o anticorpo de captura no primeiro eppendorf de
cada grupo. A quantidade foi calculada de acordo com o manual, no
entanto, foram 1,67 pl de IL-18 e 1,62 pl de TNF-a. Foi feita a diluicéo,
passando-se 300 pl do primeiro eppendorf para o segundo e assim
sucessivamente, sempre homogeneizando e trocando a ponteira a cada

eppendorf.

Gl @2 @8 &4 €5 6, C7

Figura 7 — Grupo com 7 amostras para a curva padrao.

Transcorrido o periodo de uma hora, a solugéo de bloqueio foi
removida da placa de 96 pocos e os mesmos foram lavados 3 vezes com
a solucao tampao. Apds lavagem e secagem, foi colocado 100 ul das
amostras em cada pogo da placa de 96 pogos, pulando as 2 primeiras
colunas (destinadas para a curva padrao). Colocou-se nos pocos de cima
para baixo, sempre homogeneizando antes. A duplicata foi colocada na

mesma placa. Logo apds, 100 ul da curva padrao foi colocada em cada
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poc¢o das primeiras duas colunas da placa, de baixo para cima, do mais
concentrado para o menos concentrado. Na Fileira A foi colocado s6 com

agente diluente (AD) (Figura 8).

OO0
OO0
OIOIOIOOOIOIO)-
OIOOIOIOOIO]
OO0
OO0
OO0

OO =

ORI 7=

0/0/0]000/C]C]
OO >4

ececceccl

Figura 8 — Disposi¢ao dos grupos de estudo na placa de 96 pogos.

Tampou-se a placa e aguardou-se por 2 horas sobre a
bancada. Transcorrido esse tempo, lavou-se os pogos 3 vezes com 300 pl
de solugao tampao. Apos a secagem, acrescentou-se 100 ul da solucao
de anticorpo de detecgédo — constituido de 10 ml menos 55,56 ul de agua
deionizada, acrescida de 55,56 pl de anticorpo de detecgdo. Apos
aguardar por 2 horas, lavou-se os pogos com 300 ul de solugéo tampéao e
procedeu-se a secagem. Em seguida, acrescentou-se 100 ul de solucao
de streptavidina (Figura 9a) em cada poco, composta por 85 ul de
streptavidina e 17 ml PBS (sempre mantida sob a protecao da luz).
Protegeu-se a placa da luz com papel aluminio e aguardou-se por 20

minutos. Realizou-se depois a lavagem dos pogos 3 vezes com 300 ul de
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solugdo tamp&o e a secagem dos mesmos, para entdo acrescentar aos
pocos 100 ul da solugéo reagente A + B em quantidades iguais (Figura
9b). Mais uma vez, protegeu-se a placa da luz com o papel aluminio e
aguardou-se por 20 minutos. ApOs esse periodo, essa solugdo deve
apresentar coloragao azul (Figura 9c). Se as amostras apresentarem uma
tonalidade mais forte que as apresentadas pelo padrado, deve-se diluir
essas amostras com o agente diluente — em nova placa, coloca-se 75 pl
do diluente em cada poco. Depois, passa-se a solucado da placa “velha”
para a nova. O resultado obtido posteriormente deve ser multiplicado por
2.

N
SR REAGENT A
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LY Expires

Figura 9 — a) solugéo de streptavidina; b) solugdo reagente A + B; c) reagdo apos contato
com solucado reagente A+B, com a coloragéo azul.
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Apés o periodo de 20 minutos, acrescentou-se 50 pl de stop (acido
sulfurico 2N) em cada pogo. Neste momento, a solugado do pogo torna-se
amarela imediatamente (Figura 10). E para finalizar, realiza-se a leitura da

placa em espectrofotometro a um comprimento de onda de 450 nm.

Figura 10 — Reagao apos acréscimo da solugao stop (acido sulfarico 2N).

4.7 Ensaios de RT-PCR para deteccdo de RNAmM para DSPP e DMP-1

As células foram plagqueadas em placa de 6 pogos com 2000
ML de meio em cada pogo. Apds 24 horas em estufa, o meio de cultura foi
substituido pelos meios contendo o LPS (a uma concentragdo de 200
ng/ml, exceto controles negativo e positivo) (Figura 11). Os meios foram
substituidos por meio fresco a cada 2-3 dias até cumprirem o prazo de 7

dias.

Figura 11 — Placa de 6 pogos contendo células tratadas.
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Apo6s o tratamento das células nas condicbes propostas, as
culturas foram coletadas em Trizol (Ambion, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA) e processadas para analise da

expressao de genes em gel de agarose conforme descrito abaixo:

4.7.1 Extracdo do RNA

A extragao foi obtida por meio da lise celular promovida pelo
Trizol, de acordo com as intru¢gdes do fabricante. 500 ul de Trizol foram
utilizados por pogo, apds lavagem com PBS. O RNA total foi armazenado
a -80C para posterior utilizacao.

As células armazenadas em Trizol foram descongeladas
(Figura 12a), brevemente homogeneizadas e mantidas durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Para cada ml de Trizol utilizado foram
adicionados 250 ml de cloroférmio, entdo homogeneizou-se por 15
segundos (Figura 12b) e incubou-se em temperatura ambiente durante 3
minutos. Os tubos foram centrifugados a 11.000 g, durante 15 minutos. a
2 °C (Figura 12c) e a fase aquosa obtida (Figuras 12d e 12e) foi coletada
e passada para outro eppendorf. A ela foram adicionados 250 ul de
isopropanol, homogeneizados e deixados por 10 minutos na temperatura
ambiente. Apds nova centrifugacéo a 11000 g durante 10 minutos a 2 °C,
obteve-se um precipitado (pellet) (Figura 12f), cujo sobrenadante foi
desprezado e o pellet lavado com 500 pl de etanol 75%, homogeneizado
no vortex e entdo centrifugado a 7.000 g durante 5 minutos a 2 °C. O
sobrenadante foi desprezado e deixou-se o pellet secar ao ar livre por 10
minutos. Finalmente o precipitado foi ressuspenso em 15 pl de agua
DEPC e a quantidade de RNA obtida verificada através de leitura em
espectofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE 19810, USA) (Figura 12g). A leitura da absorbancia foi
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procedida e a produtividade da reacado calculada pela formula: OD x
diluicdo x 40/1000. Todos os RNAs utilizados devem apresentar pureza
entre 1,8 € 2,0

Figura 12 — a) células armazenadas em Trizol, descongeladas; b) células em Trizol,
acrescidas de cloroférmio, homogeneizadas; c) centrifugagcéo a 11.000 g, por 15 minutos
a 2 °C; d) fase aquosa obtida apds centrifugacao; e) coleta da fase aquosa; f) pellet
formado apds nova centrifugacao; g) espectrofotdmetro para leitura da pureza do RNA.

4.7.2 RT PCR (Obtencao dos cDNAs)

As amostras foram tratadas com DNase | (Invitrogen Life
Technologies Corporation, Van Allen Way, Carlsbad, California, USA)
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(Figura 13a) conforme recomendacdes do fabricante, seguido da
termociclagem por 10 minutos a 65°C. Apds esse procedimento, seguiu-
se a producdo de cDNA pela técnica do gRT-PCR utilizando o kit de
enzima Superscript Il (Invitrogen) (Figuras 13b, 13c e 13d) na qual foram
adicionados 5 ug de RNA extraido das linhagens em cultura de células
perfazendo um volume final de 20 ul. Os tubos foram incubados a 25 °C
por 10 minutos, depois incubados a 50 °C por 30 minutos, aquecidos a 85
°C por 5 minutos e entdo resfriados no gelo. Os cDNAs (DNAs
complementares) obtidos foram armazenados em freezer — 20 °C para

posterior utilizagao.

Figura 13 — a) kit DNAse |; b) RT Enzyme Mix (Kit de enzima Superscript Ill); ¢c) 2X RT
Reation Mix (Kit de enzima Superscript 1ll); d) DEPC - treated water (Kit de enzima
Superscript Il1).

4.7.3. Amplificacéo por PCR

Os cDNAs foram amplificados pela técnica de PCR através de
iniciadores especificos (primers) para os diferentes genes estudados
(Figura 14a a 14c). Os iniciadores utilizados foram desenhados utilizando-
se o programa Gene Tool 1.0 (Bio Tools Incorporated, Alberta, Canada), e
descritos conforme o Quadro 3. As reagOes foram realizadas com 1 pl
produto de RT-PCR (cDNA), iniciadores senso e anti-senso, 12,5 ul de
Buffer (Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG with ROX,
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Invitrogen) e agua destilada/autoclavada (H20dd) perfazendo um total de
25 pl por reagao. A ciclagem térmica foi realizada usando um protocolo
“hot start” (50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 95 °C por 15
segundos, 95 °C por 1 minutos e 95 °C por 15 segundos, em
termocicladora (Figura 14d). Para cada reagdo de PCR, foram utilizados,
ainda, 1 controle negativo (omissdo do cDNA) além da amplificagdo com o
gene constitutivo GAPDH, a fim de confirmar a possibilidade de
amplificagdo dos cDNAs utilizados. Os produtos do PCR foram analisados
em gel de agarose 2% corado com SYBRsafe (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
(Figura 14e). sob luz azul em transiluminador (E-gel Imager, Lyfe
Technologies)(Figura 14f). Nesta analise, os produtos do PCR foram
introduzidos em orificios do gel de agarose e foram submetidos a uma
corrente elétrica que é aplicada sobre a solucdo tampao presente no
cassete, que contém o gel. O que ocorre em seguida € a migragao dos
produtos do PCR de acordo com o seu tamanho em direcdo ao podlo
positivo da corrente elétrica. Nessa migragao, produtos “maiores” correm
uma distancia curta no gel. Todas as reagbes foram realizadas em
triplicata em dias diferentes para assegurar a confiabilidade e

reprodutibilidade dos resultados.

Quadro 3- Primers utilizados para o ensaio de RT-PCR

Gene Sense Antisense bp GenBank
5'- 5-

DSPP | cacaagggagaagggaa | tgccatttgctgtgatgtit- | 181 | NM_014208
tgg-3’ 3
5'- 5-

DMP-1 | caggagcacaggaaaag | ctggtggtatcttgggca | 213 | NM_004407
gag-3’ ct-3’
5'- 5-

GAPDH | gaccccttcattgacctcaa | caccaccttcttgatgtca | 684 M33197
ct-3’ tc-3’
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Figura 14 — a) primers senso e anti-senso GAPDH; b) primers senso e anti-senso DSPP;
¢) primers senso e anti-senso DMP-1; d) Termocicladora; e) aplicagdo dos produtos do
PCR em gel de agarose para analise; f) transiluminador.

4.8 Andlise Estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise
estatistica de varidncia ANOVA e teste de Tukey (a=5%).



5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de atividade de fosfatase alcalina

Os resultados obtidos pela atividade de fosfatase alcalina
(ALP) sob os efeitos do LPS sobre dois tipos de meio de cultura - a-MEM
e meio indutor da mineralizagao (IM) - foram demonstrados na Figura 16,
onde os grupos tratados com a-MEM apresentaram melhores resultados
na atividade de ALP comparados aos grupos tratados com IM. Houve
diferenga na atividade entre o grupo controle, tratado com a-MEM e os
demais grupos tratados com o mesmo meio, 0s quais apresentaram dois
picos de aumento, seguidos de ligeira reducédo da atividade. Os grupos
tratados com IM nao apresentaram diferenga com o grupo controle,
mostrando baixa atividade com ligeira progressdao ao longo do aumento
das concentracdes de LPS.

Os resultados mostrados nas Tabelas 2 e 3 correspondem aos
valores médios e desvio padrdo da atividade de fosfatase alcalina apds o

tratamento das células as com quatro concentragdes diferentes de LPS.

wlill=

Controle LPS20 LPS200 LPS LPS
2000 20000

O =~ N W s~ oo N

Atividade de fosfatase
alcalina (nmol/poco)

Figura 16 — Grafico da atividade de fosfatase alcalina.
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Tabela 2- Média + desvio padrédo dos valores obtidos nos grupos
experimentais do ensaio de ALP, com o meio a-MEM

Tratam Concentragéo (ng/ml)
ento UT | 20 [ 200 | 2000 | 20000

(médiatdp)

LPS  254+0.51 4.6410.62 4.45+0.81 5.16£1.27 4.42+0.81 4.24+0.80

EmZ Q

Tabela 3- Média + desvio padrédo dos valores obtidos nos grupos
experimentais do ensaio de ALP, com o meio IM

Tratam Concentragao (ng/ml) .-
 Lento UT | 20 | 200 | 2000 | 20000 | (Mediatdp)
LPS  1.15:0.33 | '037110' 109032 1.38+0.43 1.38+042 1.2140.36

5.2 Ensaio de formacéo de nédulos minerais

Para analisar o potencial de mineralizagdo das células tronco
de dentes deciduos humanos esfoliados, foi realizada a coloragdo com
vermelho de alizarina (ARS). Através de uma analise qualitativa,
observou-se que o LPS inibiu a formagao dos ndédulos minerais ao longo
do tempo. Apos 3 dias, observa-se pequena formacdo de nddulos
mineralizados nos grupos C+, 200 e 200 + IM (Figuras 17a, 17b, 17c e
17d). Houve uma maior formagao de nddulos mineralizados depois de 7
dias, comparada com o periodo de 3 dias (Figuras 18a, 18b, 18c e 18d).
Depois de 14 dias, a quantidade de nodulos minerais aumentou com
relagcdo ao dia 3 e ao dia 7, com evidente formagdo de nddulos (areas
avermelhadas) consistentes somente nos grupos induzidos sem o LPS.
Em todos os tempos, o controle negativo demonstrou baixa atividade

nesse processo.
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Figura 17 — Ensaio de ARS ap6s 3 dias. a) controle negativo; b) controle positivo; c) LPS

200ng + a-MEM; d) LPS 200ng + IM.

2 s

&

A

d) LPS 200ng + IM.

Figura 18 — Ensaio de ARS apos 7 dias. a) controle negativo; b) controle positivo; c) LPS
-MEM,;

200ng + a
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Figura 19 — Ensaio de ARS ap6s 14 dias. a) controle negativo; b) controle positivo; c)
LPS 200 ng + a-MEM; d) LPS 200 ng + IM.

5.3 Ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

5.3.1. IL-1B

A expressao de IL-1p apds contato com 200 ng de LPS durante
3, 7 e 14 dias pode ser observada na Figura 20. Em 7 dias, a produgéo de
IL-1B foi maior para o grupo LPS 200 + IM. Os demais grupos nao
apresentaram diferengas na expressao da IL-1B em todos os tempos,
permanecendo semelhantes aos controles positivo e negativo.

Os resultados mostrados na Tabela 4 correspondem aos
valores médios e desvio padrdao obtidos no ensaio ELISA apds o

tratamento das células com 200ng de LPS durante 3, 7 e 14 dias.
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Figura 20 — Média da expressao IL-13 apds 3, 7 e 14 dias.

Tabela 4 - Média + desvio padrao dos valores obtidos nos grupos
experimentais do ensaio ELISA, nos periodos: 3 dias; 7 dias; 14 dias

Concentragao (ng/ml)

Periodo T;ar;[,fo M “Controle Controle LPS LPS (médiatdp)
- + 200 200+IM
3 dias 0.73£0.01 0.72¢0.12 0.78x0.00 0.80:0.06 0.76+0.05
7 dias  IL-1B  0.90:0.03 0.89:0.03 0.88:0.07 1.00:0.02  0.92£0.04
14 dias 0.77£0.01  0.72+0.10  0.80+0.02 0.75:0.04 0.76+0.04
5.3.2 TNF-a

A analise da producao de TNF-a foi demonstrada na Figura 21.

A analise ANOVA mostrou nenhuma diferenga na expressdo da TNF-a

entre os tempos testados.
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Os resultados mostrados na Tabela 5 correspondem aos
valores meédios e desvio padrao obtidos no ensaio ELISA apds o

tratamento das células com 200 ng de LPS durante 3, 7 e 14 dias.

Concentragao TNF-a

2,5
3
[T
= 2
z§‘ € 15 B Controle -
O o
£ 2 1 4 M Controle +
Q
e o5 HLPS 200
° ’
© 0 EILPS 200 + IM

3 dias 7 dias 14 dias
Tempo (dias)

Figura 21 — Média da expressédo TNF-a apés 3, 7 e 14 dias.

Tabela 5 - Média * desvio padrao dos valores obtidos nos grupos
experimentais do ensaio ELISA, nos periodos: dias; 7 dias; 14 dias

Concentragao (ng/ml)

Periodo T;ar;[,fo M “Controle Controle LPS LPS (médiatdp)
- + 200 200+IM

3 dias 1.2240.10 1.32+0.09 1.15+0.17 1.17+0.00 1.21+0.09

7 dias TNF-a 1.35+0.19 1.59+0.46 1.03+0.04 1.55+0.60 1.38+0.32

14 dias 1.02+£0.00 1.18+0.08 0.95+0.21 1.12+0.00 1.07+0.07

5.4 Ensaios de PCR para deteccdo de RNAm para DSPP, DMP-1

No ensaio de PCR, apés as etapas que levam a amplificagao

do DNA, foi realizada a analise de seus produtos em gel de agarose, na
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qual o corante aplicado sobre as amostras se intercala entre as bases dos
acidos nucléicos e, durante a transiluminagcdo de luz azul, fluoresce,
permitindo sua visualizagdo em fotografia. A intensidade de fluorescéncia
emitida € proporcional a concentragdo de DNA presente na amostra. Nas
figuras 22a, 22b e 22c observa-se as bandas de DNA obtidas apods a
corrida em gel, mostrando uma maior expressdo génica nos grupos
tratados com meio indutor da mineralizagédo para o gene DMP-1 e os
grupos tratados com LPS apresentaram bandas mais expressivas que 0s
grupos controle. O gene GAPDH foi utilizado como controle e confirmou a

possibilidade de amplificacdo dos cDNAs utilizados.

IM+ IM+
C C LPSLPS

a  DMP1 v v s

b DSPP

c GAPDH == v v o

Figura 22 — Produtos da amplificacdo do DNA. a) DMP-1; b) DSPP; c) GAPDH.



6 DISCUSSAO

As paredes extracelulares de microrganismos gram-negativos
presentes na polpa dental infectada e no periapice contém endotoxinas,
que séo lipopolissacarideos complexos (LPS) (Schein, Schilder, 1975).
Estas sao liberadas durante a multiplicacdo ou apds lise das paredes
celulares dessas bactérias e tém seu envolvimento no processo
inflamatoério por meio da promog¢ado de respostas bioldgicas (Schein,
Schilder, 1975; Watanabe, Inoue, 2013; Sousa et al., 2014) - acumulam-
se nas lesdes periapicais, aumentam a permeabilidade vascular, reanem
leucdcitos e estimulam a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias. (Maltos
et al., 2004; Watanabe, Inoue, 2013).

A influéncia do LPS sobre essas respostas biolégicas tem sido
relatada na literatura. Schein e Schilder, 1975, Martinho et al., 2012,
Gomes et al., 2012 e Sousa et al., 2014 mediram os niveis de LPS em
canais radiculares infectados, relacionando-os com a severidade de
destruicbes 6sseas periapicais (exceto Sousa et al., 2014), a expressao
de citocinas (Martinho et al., 2012) e a eficacia do preparo biomecanico
(Sousa et al., 2014).

Outros autores avaliaram os efeitos do LPS sobre a resposta
inflamatoria através da expressdo de citocinas de polpas inflamadas,
expressao de marcadores inflamatorios em ratos e analise das vias de
sinalizacao de receptores da membrana e mediadores inflamatérios em
ratos (Silva et al., 2009; Liu et al., 2008; Kishimoto et al.,, 2012

respectivamente).

Também foram estudados as acbes do LPS sobre as

atividades funcionais, a expressdo de citocinas e expressdo génica de
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diversos marcadores das células da polpa, células do foliculo dental,
células da papila dental de ratos, macréfagos de ratos e células
semelhantes a odontoblastos (Nakane et al., 1995; Morsczeck et al.,
2012; Nomiyama et al., 2007; Hong et al., 2004; Oliveira, Santos, 2012).

Além disso, diversos géneros de LPS foram utilizados em parte
dos trabalhos supracitados. Provenientes de Escherichia coli,
Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus, Porphyromonas
endodontalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Silva et al., 2009; Liu et al., 2008; Kishimoto et
al., 2012; Nakane et al., 1995; Nomiyama et al., 2007), muitas vezes

apresentando efeitos diferentes sobre as células.

Neste estudo foram avaliados os efeitos do lipopolissacarideo
(LPS) bacteriano (E. coli), sobre o processo de reparo mediado por
células progenitoras da polpa dentaria de dentes deciduos.

Os dentes deciduos sdo uma rica fonte de células progenitoras
(Demarco et al., 2011), constituindo um recurso acessivel de células
tronco (SHED) (Miura et al., 2003; Nakamura et al., 2009; Rosa et al.,
2012). Essas células foram identificadas como clonogénicas, altamente
proliferativas, capazes de se diferenciar em uma variedade de tipos de
células, incluindo células neurais, células endoteliais, adipocitos e
odontoblastos (Miura et al., 2003; Nakamura et al., 2009; Sakai et al.,
2010).

Miura et al., 2003 e Sakai et al.,, 2010 observaram que as
SHED séao capazes de induzir a formagao éssea e gerar dentina.

As células progenitoras utilizadas foram obtidas do banco de
células do Departamento de Odontologia Restauradora do ICT-SJC. Elas
foram previamente isoladas num estudo anterior e arquivadas em
nitrogénio liquido. E entao, foram cultivadas conforme descrito no item 4.1

do capitulo 4.
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Para o ensaio de fosfatase alcalina (ALP), Nakane et al., 1995
utilizaram LPS de Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis e Fusobacterium nucleatum isolados de canais radiculares e
Escherichia coli 0111:B4 para o grupo controle nas concentragdes 1, 10, e
100 pg/ml por 3,7,10 e 14 dias sobre células da polpa dental humana. Ja
Morsczeck et al., 2012 utilizaram 1 yg /ml LPS E. coli e 1 pg /ml LPS P.
gingivalis por 7 e 14 dias sobre células do foliculo dental. Nomiyama et al.,
2007 estudaram a agao de 10 e 20 pg/mL de LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans Y4 por 1, 3, 5 e 7 dias sobre células da papila
dental de incicivos de ratos.

As concentracdes utilizadas neste estudo foram estabelecidas
apos ensaio piloto de viabilidade celular SRB (sulforodamina B), no qual
se observou que concentragbes de 1 a 10000 ng/ml de LPS néao
interferiram na proliferagao celular apés 24, 48 e 72 horas. Supbs-se que,
mesmo dobrando estas concentragdes para a realizacdo deste trabalho,
obteriamos resultados significativos sem que ocorresse morte celular
durante os ensaios.

Nos resultados obtidos, os grupos tratados somente com LPS
apresentaram maiores resultados na atividade de ALP comparados aos
grupos tratados com IM. Houve diferengca na atividade entre o grupo
controle (sem LPS), tratado com a-MEM e os demais grupos tratados com
0 mesmo meio. Os grupos tratados com IM nao apresentaram diferenca
entre os grupos, mostrando baixa atividade ao longo do aumento das
concentragdes de LPS comparados com os grupos tratados com a-MEM.

Em concordancia com os resultados obtidos, Nakane et al.,
1995 e Nomiyama et al., 2007 descobriram que o LPS nao afetou a ALP

em nenhuma concentragcédo durante o periodo experimental.

Porém, no estudo de Nomiyama et al., 2007 apos 7 dias, a ALP

foi ligeiramente suprimida nas maiores concentracoes de LPS.
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Morsczeck et al., 2012, também utilizaram meio osteogénico
em seus grupos, entretanto seus resultados foram diferentes deste
trabalho. Comparando os grupos controle negativo (com meio de cultura
padrao — DMEM) e positivo (com meio osteogénico) aos grupos contendo
1 pug /ml de LPS E. coli, os autores observaram um aumento da atividade
da fosfatase alcalina no controle positivo e no grupo contendo LPS de E.
coli no dia 7. E apds 14 dias, a ALP no controle positivo reduziu enquanto
no grupo com LPS E. coli aumentou. O controle negativo apresentou
baixa atividade de ALP. Enquanto que no presente trabalho, o controle
positivo teve baixa atividade comparado com o negativo apos 3 dias.

Segundo Nakane et al., 1995, altos valores de fosfatase
alcalina sdo encontrados em odontoblastos da polpa quando as células
estao ativas na calcificagcdo e quando a polpa esta inflamada. Embora o
meio indutor de mineralizagdo seja muito utilizado para estimular a
osteogénese de células progenitoras (La Noce et al., 2014). Laino et al.,
2005 demonstraram que células tronco da polpa dental (DPSCs)
CD34+CD117+ podem se diferenciar em osteoblastos com meio de
cultura padrao, suplementado com 20% de soro fetal bovino e sem
indutores osteogénicos. E importante ressaltar que, dadas as variacdes
dos tempos experimentais entre os estudos, € dificil tragar paralelos entre
eles. No entanto, nosso estudo demonstra claramente que, quando
utilizando células progenitoras e num prazo curto de avaliagdo, a
atividade de ALP é aumentada, podendo sugerir que estas células tém

papel fundamental na producao de dentina reacional.

Para observar a produgdo de nodulos mineralizados foi
realizado através da coloragdo com vermelho de alizarina (ARS), no qual
foi constatado que o LPS inibiu a formagao dos nédulos minerais ao longo
do tempo. De modo que em 7 e 14 dias, observa-se atividade de

mineralizagdo somente nos grupos tratados com o indutor e sem LPS.



66

Morsczeck et al., 2012 realizaram o ensaio de vermelho de
Alizarina apd6s 21 dias de diferenciagdo e constataram que o grupo
controle negativo (com DMEM) n&o apresentou nddulos enquanto que o
grupo controle positivo (com meio osteogénico) apresentou muitos
depdsitos minerais, assim como neste estudo. Em contrapartida, no grupo
com LPS houve formacdo de nddulos, mas numa quantidade
expressivamente menor, fato, de certa forma, também observado neste
estudo. Com isso, nossa hipotese inicial foi parcialmente aceita, de modo
que, a longo prazo, o LPS realmente atuou limitando o processo de
mineralizagdo. A parte da hipotese rejeitada, ja foi discutida pois, num
momento inicial (3 dias) a atividade da ALP foi bastante aumentada com o
LPS, indicando a possibilidade de uma reacdo imediata pelas células

progenitoras, mas que nao se mantém no decorrer dos dias.

Também foram analisadas a expressdao das citocinas
inflamatdrias — interleucina 1B (IL-1B) e fator de necrose tumoral a (TNF-

a) pelo ensaio imunoenzimatico ELISA.

A producdo das citocinas pode ser utilizada para analisar o
potencial inflamatério de diferentes materiais e substancias. Estudos tem
revelado que o LPS estimula a liberagdo de citocinas proé-inflamatérias
(Hong et al., 2004) como a IL-13 e a TNF-a. A IL-13 atua nas respostas
inflamatdrias e pode ser produzida e liberada por diferentes tipos celulares
(Silva et al., 2009), e modula a inflamagao e o reparo (Ferreira et al.,
2009), além de ter sido correlacionada aos sinais e sintomas clinicos e
maior reabsorg¢ao 6ssea (Martinho et al., 2012). A TNF-a € um mediador
inflamatdrio que estimula, dentre outras reagdes, a proliferacéo celular (El
Salhy et al., 2013).

A expressao de IL-1B ap6s 7 dias foi maior para o grupo LPS
200+IM. Os demais grupos nao apresentaram diferengas estatisticamente
significantes entre si no decorrer de 3, 7 e 14 dias, permanecendo

semelhantes aos controles positivo e negativo.
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A andlise da producdo de TNF-a demonstrou nenhuma

diferenga na sua expressao entre os tempos testados.

Ja foi descrito que odontoblastos podem responder as
agressdes externas com a expressdo de genes IL-1b e TNF-a quando

estimulados por LPS (Veerayutthwilai et al., 2007).

Os resultados obtidos se assemelham aos encontrados em
investigacdes prévias. Martinho et al., 2012 detectaram a presenca de IL-
1b e TNF-a nos meios de cultura estimulados por conteudo endodéntico.
Enquanto no estudo de Silva et al., 2009, altos niveis de IL-1b foram
encontrados em polpas inflamadas. Em contrapartida, Hong et al., 2004,
utilizando LPS de duas bactérias, F. nucleatum e P. endodontalis,

detectaram a sintese de TNF-a, mas a sintese de IL-1b foi inconclusiva.

A expressdo da IL-1B e TNF-a confirmam o potencial
inflamatorio do LPS sobre as células progenitoras da polpa.

E finalmente, foi analisada a expressao génica de marcadores
de diferenciagao odontoblastica (DMP-1 e DSPP).

A sialofosfoproteina da dentina (DSPP) é uma proteina nao
colagenosa presente na dentina e presente no processo de diferenciagao
e juntamente com proteina da matriz de dentina 1 (DMP-1) sdo essenciais
para a formacao da dentina (Gibson et al., 2013). A DSPP é controlada
pela DMP-1, um indicador da diferenciagao osteogénica/odontoblastica de
células pulpares (Abd-Elmeguid et al., 2012; Yun et al., 2012; Gibson et
al., 2013).

ApoOs analise dos produtos obtidos no ensaio de PCR,
observou-se uma maior expressao génica nos grupos tratados com meio
indutor da mineralizagao para o gene DMP-1 e os grupos tratados com
LPS apresentaram bandas mais expressivas que os grupos controle. A

expressao dos genes DSPP foi consideravelmente baixa. O gene GAPDH
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foi utilizado como controle e confirmou a possibilidade de amplificacdo dos
cDNAs utilizados.

Em estudo anterior, Nomiyama et al., 2007 relataram que o
LPS foi capaz de reduzir as fun¢gdes dos odontoblastos através de
significante supresséo da expressao da DSPP. Abd-Elmeguid et al., 2012
avaliaram a presenca e o papel da DMP-1 nas polpas inflamadas e
constataram que a DMP-1 estava presente nas polpas inflamadas mas
nao em polpas normais e que sua presenca pode aumentar a liberacao de
mediadores pro-inflamatérios. Também constataram que a presenca da
DMP-1 em areas de fibrose e calcificacdo sugere sua fungéo na iniciagao

da calcificagédo da polpa.

Desta forma, a supressdo da DSPP obtida neste estudo deve

estar relacionada com a ag¢ao do LPS sobre as células progenitoras.

Ja a expressao dos genes DMP-1 confirmam, juntamente as
citocinas IL-1B e TNF-a, o potencial inflamatério do LPS sobre as células
progenitoras da polpa, além de contribuirem para o processo de

mineralizaco.

A presenga do LPS n&o impediu o processo de diferenciacéo
celular e o meio indutor de mineralizagdao nao a estimulou, comparado ao

meio sem indutor.

Como ja mencionado anteriormente, a reagao inflamatéria
participa do processo de reparagao pulpar (Sloan, Smith, 2007; Goldberg
et al., 2008; Silva et al., 2009, Cavalcanti et al., 2011; Simon et al., 2011).
Neste trabalho fica evidente, a interacdo de mediadores que, trabalhando
sinergicamente, podem contribuir para o processo de reparagao,
reforcando a ideia de que a inflamagao € um pré-requisito para o reparo
pulpar (Goldberg et al., 2008).



7 CONCLUSAO

Rechacando nossa hipotese inicial, observou-se que o LPS
incrementou a atividade de fosfatase alcalina em curto prazo (3 dias), fato
que nao se manteve no decorrer do tempo (7 e 14 dias) como observado
pelo ensaio de mineralizagdo (Alizarin vermelho).

Ocorreu a expressao de IL-18 em todos os grupos nos tempos
estudados (3, 7 e 14 dias), com destaque para o grupo tratado com 200ng
de LPS com o meio osteogénico apds 7 dias.

A expressao de TNF-a também ocorreu para todos os grupos
nos tempos estudados (3, 7 e 14 dias), mas sem diferengas entre os
mesmos.

Houve expressao dos genes marcadores de diferenciacao
odontoblastica DMP-1, mas inexpressiva expressao dos genes DSPP.

Esses achados sugerem que o potencial inflamatério do LPS
sobre as células progenitoras da polpa contribui para o processo de
mineralizag&o precoce. No longo prazo, este processo nao € sustentavel,

uma vez que o LPS o detém.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Flataforma Brasll - Ministério da Salde
Facuidase de Cooniologla de S0 Joes dos Campoe-UMESP

PROJETO DE PESGUISA

Thtubs: Esfanelzgmento 2 caracienzagio de Innagens de cRiulas troncd de Geniss penmanaies &
deciduce

Araa Tematica:
Pasquisador: Bruno das Neves Cavalcant WVerado: 2
Inatiulgso: Faculdade de Odontoingla de 580 Josd doe CAAE 02210312.1.0000.0077

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

Humers oo Parscer: 45470
Data da Relatona 2670672012

Apresantacio do Projsto:

Com @ adventa da engenhana 2cdual e Dusca de novas alferantivas no que diz respelin a0 ratamento &
regeneracan de teeidos pendidos, O UsD 08

cAulas-Tonco tem ganho 5000 na clénca em geral. Mals precisamente na Odontoiogla, 580 de Inferesse os
SEIL0aE envoivendo cAUEs-TancD

afultas oblidas 3 partr ge dentss NUMANCs, S2jam es5es deciiucs oU perTansentes. Nesse contexto, de forma
3 gErantlr 0 #EngD 085 pesquisas &

equiparagdo &as condlgles de competiTvidade entre NOSED QTURD & QTURGS de pesquisas Inemadionals, o
objettvo deste esiudo serd 0 de Isoiar e

caracierzar céulas-nonco da polpa dentana de dentes permaneniss & deckduns, bem coma o de caractenzar o

potencial de dierenciacio destas
oolas, Para kS0, 1eong pUpar humand otiao 3 arr o2 um el molar exiraind por Ezdes teapeunoas
ESrA0 processados para e

fNbrobiastos por explants (grups controde). Cutros 3 tecidos pulpares obtidos da mesma forma serdo
processados para ootengio das celulas-ironco
I:EFuﬂ:]Fl:'dgEEhEm Efnaiments, 3 tecidos pulnares humanos serdo oblidos 3 partir da respagem
de malarss deciduos exfollados

nalualimenie Embem digestdo enmimatics 0 lsoiamenio das células-Tonco (SHED),. As
H%M|mﬂlﬂfﬂew pers [ -
SHED) serdn submetisas 3 ensalos de dferenclagdo adipogenica, Condngenica @ CEieng2nica com o S0 0
suplementoes especiicos em SeUs
melos de culfvo, bem como estimuladas a disendagio demtinogénica com o uE0 de BMP-2, de moda 3 serem
caradieTizadas coma celulas-tono.

Torma, constiuir um banco valldado de caéjulas-tronco a de fulres
Sipenmanins na area oe engennana Pulpares para 2 mescgio
tecidual.

Obijstivo da Pesquiza:

o ohiiethvo deste eshda Ser o de [solar & carachertzar csulas-tronca da polpa dentina de dentes permanantes
2

deciouos, bem coma o de caractertzar o potendal de dferendacio destas células para garantir o avango das
pesquUisas & equinaragao das condipdes de competihvidads Tems 0 QrUpCs de pesquisas Infemadonals

avallaiho doa Rlacos & Benafichoa:

M0 N3 rscos para o6 panidpaniss. 06 Gemss seledionados 530 dentes que serlam exfoladosiaraldos, tendo
am visa os periodos de

froca dertana (dentes deciducs ) ou 3 necessitade fempautica (tereirns molanes Inclusos).

O peneficios poderdo ser pbeenaooe na da Insitulgio de Pesquisa & qual o projeto esta
Vircuana, de modo que de racepion oe de INhagens, passaramos 3 foadorss, teeniea
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