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Resumo

Santos VAC. Estudo dos mecanismos envolvidos na expressédo de SCF e FGF 2 por
odontoblastos estimulados por LPS via p42/44,p38 e pl3k [tese] Aracatuba:
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, 2011.

RESUMO

Avaliar a expressdo de SCF e FGF-2 por odontoblastos (OD) estimulados por LPS,
via p42/44, p38 e PI3K no processo. OD line MDPC-23 murino células foram
estimuladas com 0,1, 1, 10 e 100 ug / ml LPS por horas 1, 6 e 24. A expressao de
SCF e FGF-2 no OD foi avaliada por RT-PCR. Producao de SCF no sobrenadante
da cultura foi analisado por ELISA. Examinar se a expressédo de SCF e FGF 2eram e
producéo de citocinas dependentes / ou presenca de leucotrienos, as células foram
pré-tratados com dexametasona (DEXA) e MK886 (MK) por 30 minutos e entao
estimulados com LPS (0, 1 ug / mL) para 1 hora. Para avaliar as vias de transducao
de sinal, as células foram pre-tratados por 30 minutos com um inibidor especifico
para p42/44 (PD98059, PD), p38 (SB203580, SB) e PI3K (wortmannin, Wort), logo
depois foram estimulados com LPS (0.1ug / mL) por 1 hora. Células estimuladas por
LPS apo6s 1 hora expressar SCF em uma concentracdo de 0,1 uyg / mL com
concentracdes decrescentes de 1, 10 e 100, seguidos por periodos de 6 e 24 hous.
A expressao do FGF 2 em odontoblastos estimulados por LPS eram capazes de
induzir concentra¢fes 0,1 e 10 ug/mL 1 hora apés. A DEXA e MK foram capazes de
inibir a expressao de mMRNA para SCF e FGF-2. PD, SB e Wort bloqueou a indugéo
da expressao do SCF e FGF-2. DEXA e MK inibiu a expressédo de SCF e FGF-2
através da ativacdo de p42 / 44, p38 e PI3K. : Os dados sugerem que SCF e FGF-2
liberados pela OD podem atuar como moduladores da resposta imune e reparagao
os tecidos apés a inflamacéo, levando a producdo de mediadores quimicos que
participam na formagao de novos tecidos de celulares.

PALAVRAS-CHAVE: Odontoblastos, Inflamacgéao
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Abstract

Santos VAC.Study of the mechanisms involved in the expression of SCF and FGF 2
by LPS-stimulated odontoblasts via p42/44, p38 and PI3K [theses] Dental School of
Aracatuba, UNESP- Sao Paulo State University; 2011.

ABSTRACT

Evaluate the expression of SCF and FGF-2 by odontoblasts (OD) stimulated by
LPS, via p42/44 , p38 and PI3K in the process. OD line MDPC-23 murine cells were
stimulated with 0.1, 1, 10 and 100 ug / mL LPS for 1, 6 and 24 hours. The expression
of SCF and FGF-2 in OD was evaluated by RT-PCR. Production of SCF in the
culture supernatant was analyzed by ELISA. To examine whether the expression of
SCF and FGF 2eram dependent cytokine production and / or presence of
leukotriene, cells were pretreated with dexamethasone (DEXA) and MK886 (MK) for
30 minutes and then stimulated with LPS (0 , 1 pg / mL) for 1 hour. To evaluate
signal transduction pathways, cells were pretreated for 30 minutes with a specific
inhibitor for p42/44 (PD98059, PD), p38 (SB203580, SB) and PI3K (wortmannin,
Wort), soon after were stimulated with LPS (0.1ug/mL) for 1 hour. Cells stimulated by
LPS after 1 hour express SCF in a concentration of 0.1 pg / mL with decreasing
concentrations of 1, 10 and 100, followed by periods of 6 and 24 hous. The
expression of FGF 2 in odontoblasts stimulated by LPS were capable of inducing
concentrations 0.1 and 10ug/mL 1 hour after. The DEXA and MK were able to inhibit
the expression of mRNA for SCF and FGF-2 . PD, SB and Wort blocked the
induction of expression of the SCF and FGF-2. DEXA and MK inhibited the
expression of SCF and FGF-2 via activation of p42 / 44, p38 and PI3K. The data
suggest that SCF and FGF-2 released by the OD can act as modulators of immune
response and tissue repair after inflammation, leading to production of chemical

mediators.

KEYWORDS: Odontoblast, Inflammation
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1 Introducao

A polpa dental é protegida da acdo de microrganismos da cavidade oral pelo
esmalte de dentina. E composta por varios elementos teciduais, incluindo nervos,
tecido vascular, fibras do tecido conjuntivo, substancia fundamental amorfa, liquido
intersticial, odontoblastos, fibroblastos, células apresentadoras de antigeno e outros
componentes celulares menores.*

As células mais distintas da polpa e talvez as mais prontamente reconheciveis
sdo os odontoblastos, os quais formam uma camada Unica limitando a periferia da
polpa e apresentam um processo que se estende para o interior da dentina.? Desta
forma, sdo as primeiras células pulpares a encontrar o patdgeno dental
desempenhando um papel crucial para formagdo e manutencdo da dentina.® O
odontoblasto sintetiza principalmente o coladgeno tipo |, embora pequenas
guantidades de colageno tipo V tenham sido encontadas na matriz extracelular.
Além de proteoglicanos e coldgeno, o odontoblasto ainda secreta a sialoproteina da
dentina e fosforina, uma fosfoproteina altamente fosforilada envolvida na
mineralizacdo extracelular. A fosforina € exclusiva para a dentina e ndo é encontrada
em outras células da linha mesenquimal. O odontoblasto também secreta fosfatase
alcalina, uma enzima que estad intimamente associada a mineralizacdo.’ Pela
importancia dessa célula residente na polpa dental seria importante desvendar os
mecanismos envolvidos na sua ativacao e os fatores responsaveis pela indugcédo da
angiogénese por elas apos o desenvolvimento de um processo inflamatorio inicial.

A agressdo a polpa pode ser de origem biolégica, fisica e quimica.* A
agressao biologica, representada por microrganismos, € a mais importante no que
tange & inducdo e principalmente perpetuacdo da patologia pulpar.°’As bactérias
cariogénicas e seus produtos difundem-se até a polpa através dos canaliculos
dentinarios e é considerada a causa mais comum da pulpite.® As bactérias Gram-
positivas tais como, Streptococcus e Lactobacillus tém sido encontradas em caries
de dentina’e na presenca de glicose, produzem grandes quantidades de &cido
lipoteic6ico,® uma molécula encontrada na parede celular que tem sido relacionada

com inflamacdo.’As bactérias Gram-negativas tais como Prevotella e
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Porphyromonas também tém sido encontradas em dentes com céaries de dentina e

|lO

com sintomas de pulpite reversive e em dentes com caries profundas e/ou

exposicéo pulpar com pulpite irreversivel.**

Estas bactérias desempenham um papel
significante no desenvolvimento de sintomas clinicos através da produgcdo de
citocinas pré-inflamatérias tais como interleucina (IL)-18,*2IL-6 e IL-8.%*. Ao
contrario do acido lipoteicéico encontrado na parede celular de bactérias gram-
positivas, a parede celular de bactérias gram-negativas contém lipopolissacarideo
(LPS)*.

Lipopolissacarideo é uma molécula composta de polissacarideos e
fosfolipideos. O componente hidrofobico do LPS (lipideo A) esta na parede celular
bacteriana e determina as propriedades de toxicidade e pirogenicidade®®. LPS induz
muitas citocinas inflamatérias e fator de necrose tumoral alfa (TNH-a) em
fibroblastos gengivais®®. Além disso, induz aumento do metabolismo do &cido
araquidonico na polpa e aumento de prostaglandinas, resultando em aumento da
permeabilidade vascular e infiltracdo de neutrdfilos®’.

Os lipopolissacarideos derivados da carie dentinaria profunda podem levar a
um aumento da vascularizacdo pulpar. As mudangcas hemodinamicas iniciais nos
capilares e vénulas sdo a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
dentro da polpa.’® A absorcdo dos fluidos vindos das vénulas, fluxo linfatico
aumentado e abertura de anastomoses arteriovenosas sao mecanismos usados pelo
tecido pulpar para manter a pressdo intrapulpar '°. Entretanto, a polpa dental é
confinada dentro de paredes rigidas®’ e a pressé&o do tecido pulpar tende a aumentar
quando é exposta a estimulos nocivos, tal como a céarie. Quando a presséo
intrapulpar ndo puder ser controlada pelos mecanismos de liberacdo de presséo
pode ocorrer inflamacdo pulpar irreversivel ou necrose pulpar.> Assim sendo, a
permeabilidade vascular € um fenbmeno importante para o controle da presséo
pulpar.

A permeabilidade dos vasos é uma das alteracbes mais significativas que se
desenvolve em decorréncia da injaria pulpar que pode ser devido a neoformacéo
vascular. Durante o processo de inflamacdo tecidual, as células endoteliais
proliferam e d&o origem a novos vasos, o que é denominado angiogénese. A medida
que vdo sendo formados, os brotos vasculares permitem o escape de fluidos.* O

processo da angiogénese € uma etapa importante para o desenvolvimento da
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homeostase tecidual, reparo tecidual, processo inflamatorio e para progressédo de
tumores sélidos?*

A angiogénese € um processo amplo e complexo que € regulado por
moléculas que induzem ou inibem neovascularizagdo.?** O Fator de crescimento
para fibroblasto (FGF), o Fator derivado de célula progenitora (SCF) sao fatores que
podem induzir a angiogénese %>%*

O FGF-2 é expresso em células de origem mesodérmica e neuroectodérmica
e em uma variedade de células tumorais. FGF-2 é um potente mitdgeno para
diferentes tipos celulares incluindo células endoteliais vasculares e fibroblastos.?
Estudos in vivo tém detectado FGF-2 na lamina basal de capilares sangliineos e no
endotélio de capilares de alguns tumores®, sugerindo que células endoteliais que
originam FGF-2 podem mediar angiogénese de maneira autdcrina. Esta hipotese é
confirmada pela observacdo que FGF-2 tem efeito autdcrino sobre muitas funcdes
celulares exigidas para angiogénese, incluindo proliferacdo, migracdo, producéo de
proteinas e expressao de integrinas>

Outro fator de crescimento angiogénico € o SCF que se liga e ativa o c-kit
(CD117), que é um receptor tirosina quinase Il e produto do c-Kit proto-oncogene.?®
SCF é secretado por células da medula 6ssea, e mantém a sobrevivéncia e a
proliferacdo das células hematopoiéticas tais como mastocitos e eosindfilos.
Algumas células de origem mesenquimal sdo conhecidas em expressar SCF,
incluindo fibroblastos da mucosa oral?’ Este fator tem papel importante no
crescimento e diferenciacdo de mastécitos?®, além de potencial mitdgeno com
propriedades quimiotaticas sobre células endoteliais primarias in vitro e também
pode induzir resposta angiogénica em tumores associados a angiogénese in vivo.?*

Biologicamente, as respostas inflamatérias consistem em reacdes vasculares
e celulares por meio do quais muitos tecidos e células, fluidos e proteinas
plasméticas desempenham func¢des interativas em varios estagios. Neutrofilos,
monacitos, eosindfilos, linfocitos, basofilos e plaquetas sdo células circulantes, os
mastoécitos circundam os vasos sanguineos e os fibroblastos, células epiteliais,
endoteliais e macrofagos séo células residentes nos tecidos conjuntivos. Durante a
inflamacé@o a interacdo entre essas células e os mediadores quimicos (citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimentos, enzimas e espécies de nitrogénio e oxigénio

reativos) pode causar, mediar ou potencializar os sinais da inflamac&o.?*°
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A via das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) € um dos
maiores sistemas capazes de mediar sinais de transducao para diversos estimulos
extracelulares.* Todas as MAPKs apresentam a seqiiéncia de aminoacidos Thr-Xxx-
Tyr na qual X difere de acordo com a isoforma podendo ser acido glutamico (Glu) na
MAPK tipo p44/42 (ERK), prolina (Pro) na MAPK, JNK e glicina (Gly) na MAPK p38
formando assim os trés maiores grupos de MAPK até o presente conhecidos.**As
MAPKs regulam um numero de fatores de transcricdo com subsequiente ativacdo de
metaloproteinaes e expressao de citocinas e recentemente foi observado que a
producado de MMP-2 por cultura de células da polpa dental humana foi regulada pela
via da enzima ciclooxigenase 2, NF-kB e tirosina quinas.®* A producdo de fator
ativador plasminogénico em polpas humanas estimuladas com IL-1a foram inibidas
pelas vias de transducdo de sinal p38, e PI3K.*® Assim, é importante conhecer a via
de sinalizacdo envolvida, uma vez que a via pode regular a producéo de citocinas.

O FGF-2 e o SCF séao reguladores de respostas neovasculares por todo
corpo, no entanto sua funcdo na polpa dental é desconhecida. O objetivo deste
estudo sera avaliar a expressdo e producdo de FGF-2 e SCF por odontoblastos
estimulados por LPS e os mecanismos envolvidos na expressao destes fatores de
crescimento. Além disso, avaliaremos a participacdo da via das mapquinases que
podem estar envolvidas na ativacado de odontoblastos para a producao de FGF-2 e
SCF.

O objetivo deste estudo sera avaliar a expresséao e producdo de FGF-2 e SCF
por odontoblastos estimulados por LPS e os mecanismos envolvidos na expressao
destes fatores de crescimento.
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Revisao

2 Revisao da Literatura

2.1 Odontoblastos

Origem Celular

Odontoblastos sédo derivados de células do tecido conjuntivo
embrionério, que sdo chamadas de células ectomesenquimais, porgque a sua
origem se da a partir da crista neural.

Células da crista neural tem seu inicio ao migrar para preencher as
primeiras regides arco branquial (faringe) formando o ectomesénquima que da
suporte para todos as estruturas, moles e duras do tecido conjuntivo
craniofacial. Primeiro, o epitélio oral primitivo engrossa e se prolifera no
ectomesénquima subjacente que sofre uma condensacao visivel celular, o que
resulta no estabelecimento da papila dental. Uma variedade de interagbes
deste epitélio, sdo responsaveis pela iniciacdo da formacdo dental.** Quando
odontogénese comeca, a proliferacdo de células epiteliais € um evento
notavel.A diferenciacdo dos odontoblastos comeca somente apds o germe do
dente atingir a forma da ponta das cuspides da coroa dental.

Os odontoblastos sao células que apresentam um nucleo de alta relacao
com seu citoplasma. Eles possuem varias prologamentos e contém
polirribossomos, mas poucos reticulos endoplasmético rugoso, complexo de
Golgi e mitocondrias.

Moléculas sinalizadoras surgem a partir de células epiteliais que
comecam a sua diferenciacdo em ameloblastos, possivelmente modificando a
lamina basal interna , a fim de induzir as células pés-mitoticas externa da papila
dental a se diferenciar em odontoblastos.** Alguns fatores de crescimento,
como TGF-1, tem se mostrado expressos pelas células epiteliais, neste
momento, no inicio de desenvolvimento da seqiéncia de interacfes de células

do epitélio-mesenquimais.®*®* Também ¢é possivel que moléculasde
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Revisao

amelogenina, que sao secretadas pelos ameloblastos diferenciados ou outras
formas de amelogenina ou mesmo peptideos podem participar na induticdo de
diferenciacdo deste fendmeno.®’A diferenciacdo dos odontoblastos comecam
pela secrecao de dentina antes do inicio da secrecao da matriz do esmalte por

ameloblastos.
2.2 Funcdes: Formacao de dentina

Dentina é o tecido mineralizado que constitui 0 maior parte do dente.
Esta intimamente relacionada com a polpa dental com o qual compartilha a
mesma origem embriologica a partir da papila dental. A deposicdo da matriz
extracelular da dentina comeca quando as células da papila dentaria externa
sao induzidas a diferenciar em odontoblastos. Os odontoblastos diferenciandos
entdo secretam a matriz organica para o estabelecimento da camada
dentinaria. No inicio da formacdo da dentina, essa matriz € composta
principalmente por fibras de colageno, que sdo depositados na superficie da
papila dental. A dentina inicial que é composta por fibras de colageno que sao
visivelmente grandes e que a longo prazo, alinham para formar angulos retos
com a lamina basal,com o depdsito de colageno os odontoblastos e outros
componentes da dentina inicial, formam numerosos esferas , membrana-
limitadas, em variados tamanhos. Elas estabelecem uma estreita relacdo de
proteoglicanos / glicosaminoglicanos que sao associados a ligar ions de
célcio.®®

A diferenciacdo dos odontoblastos comeca quando a célula comeca a se
mover em direcdo ao centro da papila dental enquanto um dos processos da
célula se torna gradualmente mais acentuada. Este processo celular que é
deixado para tras na formacdo da dentina constitui o processo odontoblastico,
em torno do qual a matriz de dentina mineraliza, assim formando o tabulo
dentinario.

Os odontoblastos totalmente diferenciadas sdo capazes de secretar
produtos que incluem sialoproteina da dentina (DSPP), uma proteina grande

dos quais que, posteriormente, podem originar dois produtos, a dentina
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sialoproteina (DSP) e dentina fosfoproteina (DPP),dentina proteinas de matriz
1, 2 e 3 (DMP-1, DMP-2, e DMP-3, respectivamente), e pequenas quantidades
de quatro proteinas (osteopontina, sialoproteina, osteonectina e osteocalcina),
que sao proteinas abundantes no 0sso0.3%*

A dentina formada até a conclusdo do desenvolvimento da raiz €
definida como a dentina primaria. Porque a dentina depositada pelos
odontoblastos durante toda a vida, € uma dentina secundaria e esta € prevista
em um ritmo muito mais lento do que a dentina primaria. Dentina primaria e
secundéria possuem uma estrutura similar. A formacéo de dentina secundéria
ocorre principalmente no teto e assoalho da camara, levando a uma reducéo
crescente da altura da cornos pulpares. E importante dizer que os
odontoblastos séo células pds-mitéticas que permanecem para a vida do dente.
Odontoblastos podem, no entanto, formar um terceiro tipo de dentina, a dentina
terciaria. Existem dois subtipos de dentina terciaria. A dentina terciaria formada
pelo odontoblastos em resposta ao atrito, caries ou outros estimulos, tais como
alguns procedimentos restauradores € chamado dentina reacionaria. Em geral
a espessura dos tubulos dentinarios da dentina recém-formada  esta
relacionada com a intensidade e duracdo do estimulo. A dentina possui uma
matriz organica reacionaria bem como um teor de minerais semelhantes aos
encontrados na dentina primaria e secundaria. Em outros casos, no entanto,
alguns fatores externos, tais como a carie dentaria pode afetar de forma
irreversivel o camada odontoblastica em uma dada regido. Preparo cavitario
durante procedimentos restauradores em odontologia podem também afetar a
camada odontoblastica. Considerando cavidades rasas estas podem produzir
perturbacdo das juncdes entre odontoblastos, em preparacdo de cavidade
profunda tem sido demonstrado que, podem causar aspiracdo do corpo
odontoblastico, portanto, prejudicando sua formacdo citoplasmatica e
resultando em morte celular. Estas situagbes em Ultima andlise,podem
promover patologias diversas . Fazendo com que células semelhantes possam
surgir para formar um outro subtipo de dentina terciaria que é chamada dentina
reparadora.*> Acredita-se que células ectomesenquimais indiferenciada

presentes na polpa, especialmente na camada subodontoblastica, sdo as
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células que produzem a dentina reparadora. Embora 0s mecanismos exatos
que induzem a diferenciacdo de células pulpares em odontoblastos ainda sao
desconhecidas, as novas células surgem ap0s uma sinalizacdo de fatores de
crescimento que desencadeia uma cascata de eventos que envolvem a divisdo

celular, quimiotaxia, migracao celular, adesao celular e citodiferenciagao.

2.3 Odontoblastos narespostaimune

O dente humano é o alvo de um grande numero de agentes orais
bacterianos que iniciam o desenvolvimento de lesbes de céarie, que
desmineralizam o esmalte que, normalmente, constitui uma barreira
impermeavel para proteger a dentina e tecidos pulpares (Hamilton, 2000). Apos
a agressdao do esmalte,a dentina é exposta ao meio bucal e torna-se
degradada por produtos de bactérias. Bactérias cariogénicas € o gatilho para
um evento inflamatério e eventos de respostas imune nas células por meio da
difusdo dos subprodutos nos tubulos dentinarios. Estes eventos podem eliminar
0 insulto bacteriano e bloguear a via de infeccdo quando acompanhada pela
formacdo de dentina na interface polpa-dentina .'° Sua eficacia existe, mas
permanece resultados relativos , muitas vezes insatisfatorio. Novos agentes
terapéuticos capazes de limitar estes eventos inflamatérios dentro da polpa
dentaria vem sendo descobertos, assim, se fazem necessario para manter a
vitalidade do tecido e aumentar a capacidade de reparacéo. Eles devem visar
células e/ou moléculas responsaveis pelo desencadeamento e ampliacdo de
tais eventos celulares que atuem na resposta imune. Dados recentes tém
sugerido que odontoblastos estdo envolvidos na iniciacdo, desenvolvimento e
manutencdo da polpa em respostas imunoldgicas desencadeadas em
respostaas a processos inflamatérios causados por bactérias orais.***
Odontoblastos sao, portanto, as primeiras células encontradas por bactérias, e
produtos bacterianos que entram a partir da dentina, e eles representam no
dente a primeira linha de defesa contra o ataque Todos o0s organismos
multicelulares desenvolveram mecanismos para afastar o0s invasores

microbianos em potencial de prejudicar sua forma. Ter dominio para lidar
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contra a infeccdo com um sistema imune inato para a defesa, inclui a secrecéo
de citocinas e fatores de crescimento celular com atividade pro-

inflamatorias.*64

2.4 Fator de Crescimento para Fibroblastos

O fator de crescimento fibroblastico FGF-2 ¢é conhecido por
desempenhar um papel importante na fase inicial da cicatrizac¢do, influenciando
a proliferacéo e migracéo e de producéo da matriz extracelular.*®*°

Recentemente, FGF-2 foi localizado em dentina,* sugerindo que o FGF-
2 encontrados na dentina advém de estimulos quimicos, bactérianos e estimulo
mecanico.”* Quando liberado pode desempenhar um papel fundamental na
cicatrizagdo de injarias que acometem a dentina e podem ajudar na
regeneracdo da polpa. Frente a uma lesdo os fibroblastos da polpa dental
liberam fatores de crescimento angiogénicos incluindo FGF-2.°2 O FGF-2, é
entdo lancado no tecido pulpar dental durante o processo de cicatrizacao de
feridas.>*** Depois da lesdo do tecido pulpar dental, ocorre o actmulo de
células inflamatérias, seguido pela migracdo de células para a area da injuria
que sao responsaveis pela regeneracdo de novos tecidos através de interacdo
com um fator quimiotatico e da matriz extracelular. Portanto, quando o
compelxo dentina-polpa estd acometido, eventos da reparacdo tecidual
ocorrem, em células da polpa dental humana (HDPC). Estas células podem ser
expostas ao FGF-2 e submetidas a ativacdo por este fator. J& vem sendo
realizado, a aplicacé@o topica de FGF-2 em lesdes de furca e foi demonstrado

que o FGF 2 foi capaz de induzir a regenerago,*°

sugerindo que FGF-2,
potencializa a atividade das células do ligamento periodontal e osso alveolar
através da sua migracéo, citodiferenciacao proliferacdo. No entanto, os efeitos
da FGF-2 sobre as func¢des bioldgicas, em células da polpa humana(HDPC)
ainda precisam ser esclarecidos. Na base destes achados da literatura, a
hipétese de que o FGF-2 desempenha um papel significativo na proliferacéo,

migracdo, mineralizacdo em HDPC, vem sendo cada vez elucidada.
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A producéo e liberacdo do FGF-2 por células endoteliais sdo acionados
por mediadores inflamatérios.’’Assim sendo, o FGF-2 pode amplificar a
resposta das células endoteliais a estimulos inflamatérios®® e aumentar a
expressao de quimiocinas, como foi visto para a quimiocina MCP-1 em células
endoteliais® Outras quimiocinas como, SDF-1 e CXCR4 também podem ter
sua producdo aumentada por FGF2, em momentos iniciais durante a
neovascularizacdo nas células endoteliais através do sistema de sinalizacao
autdcrina.®®Podemos destacar,que o FGF-2 aumenta a expressdo de um
namero de quimiocinas envolvidas na recrutamento de diferentes células
inflamatdrias, como mondcitos / macrofagos (CCL2, CCL7 e CX3CL1),
neutroéfilos (CXCL1), células NK (CX3CL1), e linfécitos T (CXCL16 e CX3CL1)
®1 Também, FGF-2 também induzido por genes °“lincluem citocinas
inflamatorias (IL-6, fator inibidor da leucemia) e receptores de citocinas, bem
como chave mediadores inflamatérios como a cicloxigenase e o receptor de

prostaglandina em células endoteliais.
2.5 Fator derivado de células progenitoras

Fator derivado de células progenitoras (SCF), é uma citocina com
propriedades bem documentadas, associada & regulacdo e funcdes das
células-tronco, que se mostra essencial para a remodelacdo das céluas das
vias aéreas em modelos animais e em humanos asmaticos.®*®® Além disso,
evidéncias, ja ha alguns anos sugerem que o SCF pode ser importante na
remodelacdo na doenca de asma humana e é altamente expresso ap0s o
transplante de pulmo;**® No entanto o mecanismo exato de como estes
fatores poderiam recrutar e ativar os fibroblastos na remodelamento das vias
aéreas in vivo ainda pouco compreendida. Dados cientificos sobre a
plasticidade da medula 6ssea de células-tronco de adultos e a presenca de
circulacdo de fibroblastos conhecidas como fibrdcitos, geraram consideraveis
aceitacbes sobre a origem do potencial de remodelacdo de fibroblastos e

miofibroblastos extrapulmonar nas vias aéreas . Além disso, a importancia do
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SCF na medula 6ssea é a funcdo que ele exerce nas células-tronco sendo
capaz de recrutar as células tronco e também os fibroblastos®°®

A capacidade de SCF para recrutar células-tronco sdo bem
documentadas, talvez devido a suas propriedades quimiotaticos e sua
capacidade de promover a sobrevivéncia dessas células.®® "

Um papel adicional para o SCF é sugerido pelo achado de que esta
citocina poderia aumentar a expressao de IL-31, embora a importancia da IL-
31 na doenca das vias aéreas e remodelacdo requer esclarecimentos
adicionais.Nivel significativamente elevado de IL-31 no plasma de pacientes
com asma alérgica foi recentemente documentado’™ Quando houve uma
neutralizacdo dos SCF resultou em reducdo na remodelacdo e uma acentuada
reducdo no recrutamento destas ceélulas derivadas da medula 0ssea. Em
conjunto, estes descobertas nos revela um novo papel para a SCF, talvez em
conjunto com IL-31, no remodelamento das vias aéreas que esta relacionado
com o seu envolvimento no recrutamento de células derivados da da medula
O0ssea, com capacidade para promover a diferenciacdo em miofibroblastos
endégenos como os fibroblastos pulmonares.’™

SCF é identificado predominantemente como um fator importante em
células hematopoiéticas que tem um papel fundamental na maturacao de
vérias populagbes de leucécitos bem como eritrécitos >’ Além disso, SCF é
um fator de diferenciacdo de mastécitos e inibe a sua apoptose em tecidos
periféricos.”*"> Possivelmente, o aspecto mais importante do SCF é a sua
capacidade diretamente em ativar as populacdes locais de mastdcitos dentro
das vias aéreas’®’’ Estudos tém demonstrado que a administracdo exdgena de
SCF pode induzir a ativacdo das vias aéreas significativamente, resultando em
hiperresponsividade na auséncia de qualquer outro estimulo. Este dado,
parece estar relacionado a inducdo e liberacdo de leucotrienos dentro dos
pulmbes que foram estreitamente associados a inducdo de respostas

asmaticas graves.’®"®
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2.6 Via de Sinalizagdo Intracelular envolvida na estimulagdo dos
odontoblastos

Seria clinicamente valiosa a capacidade de ativar odontoblastos para
reparacdo de dentina, e, portanto, € importante compreender o controle e a
regulacdo das sinalizag6es celulares e moleculares nessas células. No entanto,
apenas informacgfes limitadas existem atualmente sobre esses eventos
moleculares que ocorrem durante a dentinogénese reacionaria. Estudos
anteriores forneceram evidéncias de que mudancgas na atividade secretora dos
odontoblastos refletem no controle da diferenciagcdo odontoblastica e evolui a
medida que a célula amadurece.®®!

Um poderoso mecanismo de regulamentacdo em resposta a sinais
extracelulares que determina o destino das células € a ativacdo de cascatas e
sinalizacdo através das vias de transdugcdo de sinais celulares, via MAP
quinases.®?®

2.7 O papel da via de sinalizag&o intracelular p38

A isoforma primeiro a ser identificada foi a isoforma p38%*. Estudos e
analise da sequéncia revelou que ha pelo menos quatro diferentes
isoformas.®>® Ambas sdo amplamente expressa em varios tecidos e pode ser
inibida por compostos pyridinylimidazole, como SB203580 %% Em um
estudo®®, comprovou-se uma regulacdo mais complexa da MAP quinase p38
onde a ativacdo foi observada durante o desenvolvimento de eritréide. Em
células tronco a via de sinalizacdo p38 foi expressa durante estagio inicial de
diferenciacdo de células eritréides progenitoras de desenvolvimento, embora
que a expressado tenha pequena, a expressao da via p38 foi detectada, e ja a
expressdo da p38 durante a diferenciacdo terminal destas progenitores foi
observada.

Esta bem estabelecido que a via da MAP quinase p38 é ativados em
resposta a sinais de estresse fisico,como choque térmico, e luz UV, bem como
em resposta a pro-inflamatorias, tais como citocinas, como a interleucina-1 (IL-

1) e de fator necrose tumoral (TNF-a). Além disso, fatores de crescimento, tais
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como a do fator de crescimento tumoral (TGF-B), também podem ativar a via
de sinalizac&o da p38.%4%°

2.8 O papel da via de sinalizacéo intracelular PI3Kinase

O fosfatidilinositol 3-quinase da familia (PI3K) € um grupo de enzimas
que geram "segundos mensageiros" de lipidios que mediam a transducéo de
sinal. A sinalizacdo da PI3K das quais inicia processos celulares normais séo
conhecidas tais como : crescimento, diferenciagao (a estrutura e / ou funcao de
uma célula é alterada), a sobrevivéncia, proliferagdo, migracdo, metabolismo e
metastase do cancer . O primeiro gene PI3K em humanos foram isolados e
clonados por equipes ILPC no Branch London College University.**

Além do céncer, a sinalizacdo PI3K também tem sido implicada na
angiogénese, a formacao de novos vasos sanguineos, que por si sé contribui
para o crescimento e propagacéo de novas células.®*%

Uma das isoformas da pl3k € expressa em células brancas do sangue,e
também em tecido mamario, e melandcitos. A expressao de pl3k nas células
brancas do sangue levou a investigar sinalizacdao PI3K na imunidade.
Especificamente quando houve a desativacdo do PI3K verificou-se que a houve
um comprometimento importante no desenvolvimento e fungdo dos linfocitos B
e T. Estes resultados, tomados com os resultados de outros pesquisadores,
sugerem que a atividade PI3K pode levar a auto-imunidade e enquanto uma

reducao na atividade PI3K pode levar a imunodeficiéncia®®’

2.9 O Papel da p42/44 na via de sinalizacao intracelular

P42/44 ou ERK, como também é denominada € dividida em dois
subtipos: ERK1 e ERK2. Acredita-se geralmente que a ativacao da sinalizacéo
da ERK ocorre através de caminhos distintos, tais como: (a) receptor tirosina
quinas e estimulacdo da ativacdo Ras: fator de crescimento receptor tirosina
quinase Ras MAPKKK MAPKK ERK. (b) Ca2 + ativagdo Ras: Ca2 ativa Ras

por varios mecanismos., e através da familia Src quinase mediada por
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proteinas, (c) ativacao da proteina quinase C (PKC) da via ERK, regulada a por
mecanismos diferentes de isoenzimas, e este regulamento € especifico para
cada tipo de célula.?®*%

A via de sinalizacao p42/44 € um das vias mais ativamente estudadas.
Ela é ativada por uma variedade de fatores de crescimento celulares e
substancias que promovem a atividade mitética, e transmite sinais
extracelulares da superficie da célula para o nucleo,ainda tendo um papel
importante no processo de proliferacdo celular e diferenciacdo. Nos ultimos
anos, evidéncias mostrou que a via de sinalizacdo p42/44 tem um elo
importante com as fungdes de aprendizagem e memoéria.'%'%* Sendo assim
uma via de grande importancia para ser estudada, podendo trazer a cada

descoberta uma funcao diferenciada.
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3 Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no laboratorio de Farmacologia, setor de
Inflamacédo da Faculdade de Odontologia de Aracatuba.Nao houve necessidade de
se apresentar ao comité de ética em pesquisa devido a natureza do trabalho n&o

implicar a danos nos seres vivos e humanos.

3.1 Células

Foram utilizadas células de linhagem de odontoblastos (MDPC-23), que foram
gentilmente cedidas pelo pesquisador Jacques Nor da Universidade de Michigan
EUA, as quais foram armazenadas em diferentes microtubos e mantidas em

nitrogénio liquido.
3.2 Cultura de Odontoblastos

A linhagem celular dos odontoblastos (MDPC-23) foram mantidos em garrafas
de cultura com meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) contendo 15 %
de soro fetal bovino, 100 ug/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 300
ng/mL anfotericina B e 200 mM de glutamina. As culturas foram mantidas a 37° C
com 5% de CO..

3.3 Estimulacdo dos Odontoblastos

Os odontoblastos foram plaqueados em placas de 24 pocos e ap0s atingirem
confluéncia foram estimulados na presenca de LPS (0,1,1,10 e 100 pg/mL). Apés 1,
6 e 24 horas os odontoblastos foram coletados em 1 mL de Trizol para extracdo do
RNA mensageiro. Estas amostras foram armazenadas no freezer —70°C e utilizadas
para a deteccao da expressdo de SCF e FGF-2, por meio da técnica de RT-PCR em

tempo convencional.

3.4 Extracédo e dosagem do RNA mensageiro dos Odontoblastos.
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A extracdo do RNA consistiu em acrescentar 200 pL de cloroférmio nos tubos
das amostras descongeladas. Os tubos foram homogeneizados com agitacao
vigorosa e entdo centrifugados a 4°C e 1300 rpm por 15 min em centrifuga e a seguir
a fase aquosa foi coletada para um novo tubo. O RNA total foi precipitado com 500
ML de isopropanol com incubacgéo a -20°C por cerca de 24 horas. Apés esse periodo
0s tubos foram centrifugados por 15 min 4°C 1300 rpm, e em seguida o RNA total
precipitado foi lavado com etanol 75%, novamente centrifugado por 10 min 4°C
10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e seco a temperatura ambiente e
solubilizado em 20 pL de agua tratada com DEPC 0,1% (Gibco).

A quantificacdo do RNA total extraido foi feita em espectrofotdmetro
Spectramax 190 com comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando-se
que 1 DO em 260nm equivale a 40 pg/mL de RNA. A relacdo entre as leituras
realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro na estimativa do grau de
contaminacdo do RNA por proteinas. O valor ideal dessa relagdo deve estar contido

na faixa de 1,8 a 2,0.

3.5 Avaliacéo da expressdo de mMRNA SCF e FGF- 2 pelatécnica de RT-PCR.

O RNA total foi extraido a partir dos odontoblastos estimulados ou ndo com
LPS utilizando o reagente Trizol (Life Techonologies). A fita de DNA complementar
foi obtida em 20uL de uma mistura contendo as seguintes substancias: 6uL de RNA,
1L de oligo DT, 2u de agua de MilliQ, essa primeira mistura ficou no termociclador
por 10 minutos a 70°C, depois foi acrescentado 11uL do MIX ( 4uL de DNTP, 4uL
de buffer, 2uL de DTT e 1uL de superscript por amostra) foi dado um pulso a 13.000
RPM e retornado ao termociclador para a continuacdo da ciclagem, (5:00-4°C,
60:00-42°C, 5:00-90°C, 4°C) e por fim armazenado a —20°C para a realizacdo da
reacao de polimerase em cadeia (PCR). A solucdo mix de PCR foi preparada em um
volume final de 20ul contendo as seguintes substancias: 2ul de dNTP 2,5 uM, 2,5ul
de buffer 10x, 1,5yl de MgCl, 50 mM, 1yl do primer , 0,1uL da enzima Taq
polimerase 5U/ml e 12,3pl de 4gua de MilliQ por amostra. A mistura foi adicionada
em tubo de microcentrifuga com 1pl de cDNA e 4ul de agua de milliQ e incubada em
termociclador seguindo-se as temperaturas que foram previamente padronizadas de

acordo com o primer utilizado. As amostras de PCR correram em gel 2% de agarose
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que foi corado com 10mg/ml de brometo de etidio e o produto foi visualizado em luz
ultravioleta e fotografado. Os primes da SCF e FGF-2 foram utilizados no ensaio:
SCF
Sense:5’-CACTCAGCTTGACTACTCTT-3
Antisense:5’-GTCATTCCTAAGGGAGCTGG-3’

FGF-2
Sense: 5-GCAGAAGAGAGAGGAGTTGTC-3
Antisense:5-GCAGACATTGGAACAAAGAG-3'

3.6 Determinacédo do nivel da citocina SCF por odontoblastos estimulados por
LPS

Os odontoblastos foram plaqueados em placas de 24 pocos e apés atingirem
confluéncia foram estimulados na presenca ou auséncia de LPS (0,1, 1, 10 ou 100
Mg/mL). Ap6s 1, 6 e 24 horas os sobrenadantes foram coletados para dosagem de
SCF por meio da técnica de ELISA.

Placas de 96 pocos foram recobertas e incubadas durante 15-18 horas a 4°C,
com anticorpo anti-mouse SCF (R&D Systems). Apds o tempo de incubacédo, as
placas foram lavadas com PBS 1% , contendo 0,5% de Tween 20 (Wash Buffer) e
encubadas com 50 yL PBS 1% contendo ovalbumina bovina 1% (BSA) por 2 horas a
37°C. As placas entdo, foram lavadas com Wash Buffer e incubadas com as
amostras dos sobrenadantes da linhagem celular MDPC 23, e com a curva padréo (
Recombinant Mouse SCF ) durante 2 horas a 37°C. Apds este periodo, as placas
foram lavadas com Wash Buffer e incubadas com biotinilado (Biotinylated Anti-
mouse SCF Antibody, Biotinylated) por 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas com
Wash Buffer e adicionado 50ul da solucdo de Estreptoavidina (Sigma) com PBS 1%
contendo ovalbumina bovina 1% (BSA) por aproximadamente 30 minutos & 37°C. As
placas foram novamente lavadas com Wash Buffer e finalmente adicionado o
substrato (peroxido de Hidrogénio 30% e tetrametilbenzidina na proporcdo de 1:1)

conforme instrucdes do fabricante. Ap6s 15 minutos, foi adicionada a solugdo de
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acido sulftrico a 1M e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para o
comprimento de onda de 450nm.

3.7 Determinacédo da participacao de citocinas e mediadores quimicos sobre a

expressao de SCF e FGF-2 por odontoblastos estimulados por LPS

Os odontoblastos foram plaqueados em placas de 24 pocos e apés atingirem
confluéncia foram pré-tratados 30 minutos antes com dexametasona
(10puM)(Calbiochem CA), um glicocorticoide e MK 886, inibidor da 5-lipoxigenase (1
pMM)(Calbiochem CA). Apés este periodo, os odontoblastos foram estimulados por
LPS (0,1 pg/mL). Ap6s 1 hora as células foram coletados em 1 mL de Trizol para
extracdo do RNA mensageiro para deteccdo da expressdo de SCF e FGF-2, por

meio da técnica de RT-PCR como descrito anteriormente.

3.8 Avaliacdo das vias de sinalizacédo intracelulares que estardo envolvidas na

expressado de SCF e FGF-2 por odontoblastos estimulados por LPS

Os odontoblastos foram plaqueados em placas de 24 pocos e apés atingirem
confluéncia foram pré-tratados com o inibidor da proteina quinase ativadora de
mitdégeno p42/44, PD98059 (30 pM)(Calbiochem CA), com o inibidor da proteina
quinase ativadora de mitégeno p38, SB 203580 (30 uM) (Calbiochem CA)e com o
inibidor de fosfatidilinositol 3 quinase, Wortmainnin (0,1 pyM)(Calbiochem CA). Apés
30 minutos, os odontoblastos foram estimulados com LPS (0,1 ig/mL) por um
periodo determinado de 1 hora. Apés este, o sobrenadante foi armazenado em
tubos de 1,5 mL para dosagem de SCF por ELISA e as células foram coletados em
Trizol para deteccdo da expressdo do RNA mensageiro para de SCF e FGF-2 por

meio da técnica de RT-PCR convencional conforme descrita anteriormente.

3.9 Analise por Western Blotting da producdo de FGF 2 por odontoblastos

estimulados por LPS

Os odontoblastos foram plagueados em placas de 24 pocos e ap0s atingirem

confluéncia foram pré-tratados com o inibidor da proteina quinase ativadora de
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mitdégeno p42/44, PD98059 (30 pM)(Calbiochem CA), com o inibidor da proteina
quinase ativadora de mitégeno p38, SB 203580 (30 uM) (Calbiochem CA)e com o
inibidor de fosfatidilinositol 3 quinase, Wortmainnin (0,1 pM)(Calbiochem CA). Apos
30 minutos, os odontoblastos foram estimulados com LPS (0,1 pg/mL) por um
periodo determinado de 1 hora. Apds este, o sobrenadante foi preparado
armazenado no tampao RIPA completo com coquetel de inibidores da protease
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha).Deste tampao foi feita a dosagem
de proteina, a qual foi utilizada para o ensaio na concentracdo de 20ug/mL. Esta
concentracéo foi colocada no gel, o qual se utiliza electroforese para separar as
proteinas desnaturadas pelo comprimento do polipeptidio. As proteinas sdo entédo
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foram detectada a proteina
alvo utilizando anticorpos especificos para a proteina. Foram utilizados anticorpo
para FGF 2 e B-actina para deteccdo.A concentracdo utiliazada do anticorpo de
deteccgéo foi realizada na concentacdo de 1:100, diluida em leite em pé desnatado.
Apoés a incubacdo com os anticorpos adequados,a expressao das bandas foram

visualizadas através do sistema de luminescéncia quimica avancada (Santa Cruz).

Analise Estatitica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA.
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4 Resultados

4.1 Expressdao de SCF e FGF-2 por linhagem celular de odontoblastos

estimulados por LPS em diferentes concentragdes

No sentido de avaliar se odontoblastos estimulados por LPS expressam SCF
e/ ou FGF-2, a linhagem celular foi estimulada por LPS nas concentragbes 0.1; 1 ;
10 e 100 ug/mL e apo6s um periodo de 1, 6 e 24 horas foi avaliado a expresséo de
SCF e FGF-2 . Podemos notar que a expressdao do RNA mensageiro para SCF foi
maior ja 1 hora ap6s o estimulo na concentracdo de 0,1 ug/mL de LPS. As
concentracbes de 1, 10 e 100 pg/mL foram capazes de inibir parcialmente a
expressao dessa citocina. Nota-se que a expressdo de SCF também foi observada
nos periodos de 6 e 24 horas apdés a estimulacdo por LPS, no entanto a
concentracdo de 0.1 ug/mL de LPS néo se mostrou tdo efetiva quanto 1 hora apos o
estimulo. Observamos que a concentracéo de 10 pg/mL foi mais efetiva em induzir a
expressdo do RNA mensageiro para o SCF e a concentracdo de 100 pg/mL inibiu
essa expressdo. A estimulacdo das células ocorrida 24 horas apds ndo mostrou
inducdo da expressdo de SCF visto que apds estimulacdo os resultados ficaram
iguais ao grupo controle (figura 1).

Com relagéo ao FGF-2, observamos em nossos resultados a expressédo do
fator de crescimento FGF-2, nos odontoblastos estimulados por LPS, nas
concentracbes 0.1, 1 e 10 pg/mL 1 hora apds, no entanto, o mesmo nao foi
observado na concentracdo de 100 yg/mL onde houve uma inibicdo da expresséo.
Observamos ainda que 6 e 24 horas apés a estimulacdo, ndo houve diferenca da
expressdo do RNA mensageiro para FGF-2 quando comparada ao grupo controle,

sem estimulo (Figura 1).

(A)
1 hora 6 horas 24 horas
LPS (ug/mL) LPS (ug/mL) LPS (ug/mL)
01 1 10 100
B-actin
SCF
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Figura 1. LPS induz expresséo de SCF e FGF-2 em linhagem celular de
odontoblastos (MDPC-23). A expressao de SCF e FGF-2 foi analisada pela técnica
de reacdo em cadeia de polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR). Para tanto
os odontoblastos foram estimulados por LPS nas concentracbes de 0,1, 1, 10 e 100
ug/mL. A expressao do RNA mensageiro para SCF e FGF-2 foi avaliada 1, 6 e 24
horas ap6s. Como controle positivo interno foi usado a B-actina (A).Nota-se a area
de expresséo das bandas, por densiometria onde o grupo alvo foi comparado com a
B-actina (B, C).

ELISA

Nosso proximo objetivo foi avaliar se a linhagem celular de odontoblastos estimulada
por LPS foi capaz de produzir SCF. Como visto no gréafico abaixo, podemos observar
que os odontoblastos estimulados com LPS séo capazes de produzir SCF. O pico de
producdo de SCF foi com a concentracdo de 0.1 ug/mL de LPS observado 1 hora
apos o estimulo. , e nos seguintes periodos e concentracfes de estimulo nota-se
uma queda na producao de SCF (Figura 2).

Apartir dos resultados do ensaio de concentracdo resposta, 0os demais
experimentos foram feitos com estimulos de 0.1 ug/mL no intervalo de 1 hora,
considerando essa concentracdo e tempo de estimulo ideais para producdo e
expressao de SCF .
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Figura 2 -LPS induz producdo de SCF em linhagem celular de odontoblastos
(MDPC-23). A expressao de SCF foi analisada pelo ELISA. Para tanto os
odontoblastos foram estimulados por LPS nas concentracdes de 0,1, 1, 10 e 100
Mg/mL. A producdo do SCF foi avaliada 1, 6 e 24 horas ap6s o estimulo. Os

resultados foram expressos como médiatEPM.

4.3 Dexametasona e MK886 inibem expressdao do RNA mensageiro de SCF e
FGF-2 por odontoblastos estimulados por LPS

Para investigar se a expressdo de SCF e FGF-2 é dependente da producédo
de citocina e/ou quimiocina e/ou da presenca de leucotrieno B4, as células foram
pré-tratadas com Dexametasona (10 uM) e MK886 (1 uM) por 30 minutos e em
seguida estimuladas com LPS (0,1ug/mL). Nés observamos 1 hora ap6s o estimulo,
tanto a dexametasona quanto o MK886 foram capazes de inibir a expressdo do RNA
mensageiro para SCF e FGF-2 (Figura 3).

I PS (0.1 ua/ml )Y 1 hara

C B De MK8
_ B-
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Figura 3. Dexametasona e MK886 inibem expressado de SCF e FGF-2 em
odontoblastos estimulados com LPS (0,1ug/mL) 1 hora apés a estimulacdo. A
analise foi realizada pelo RT-PCR. Expressdo de SCF e FGF-2 foi suprimida
pelo efeito da dexametasona e MK886. . Observa-se a area de expressao das
bandas, por densiometria.

4.4. Efeito da Dexametasona e MK886 sobre a producdo de SCF por
odontoblastos estimulados por LPS

Para determinar se a producao de SCF é dependente da producéo de citocina
e/ou quimiocina e da presenca de leucotrieno B4, as células fora pré-tratadas com
Dexametasona (10 yM) ou MK886 (1 uM) por 30 minutos e em seguida estimuladas
com LPS (0,1 pg/mL). NO6s observamos que 1 hora apds a estimulacdo por LPS,
tanto a dexametasona quanto o MK 886 foram capazes de inibir a producédo de SCF
(Figura 4).
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4.5. Avaliacdo das vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na expressao do RNA

mensageiro para SCF e FGF-2 por odontoblastos estimulados por LPS
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Figura 4. Nivel de SCF no sobrenadante de linhagem de
células MDPC-23 pré tratadas com Dexametasona (10 uM) e
MK886 (1 uM) 1 hora ap6s a estimulacao por LPS (0,1 pug/mL).
Niveis de SCF foram analisados por ELISA. Os resultados
foram descritos como médiatEPM.

Para avaliar quais as vias de transducao de sinais intracelulares que estéo
envolvidas na inducdo da expressdo do RNA mensageiro do SCF e FGF-2 por LPS,
as células foram pré-tratadas com PD 30 yM, SB 203580 30 uM e Wort 0,1 uM.
Observamos que a expressao do RNA mensageiro do SCF foi inibida pelo PD e pela
wortmannin, e inibida pelo pré-tratamento com o SB. Em relacdo a expressédo do
RNA mensageiro do FGF- 2 vimos que a expressao do FGF-2 foi inibida pelo pre-

tratamento com PD, SB e wortmannin (Figura 5).
LPS (0,1ug/mL) 1 hora

B-actin

SCF

FGF-2
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Figura 5. Odontoblastos estimulados por LPS expressam SCF e FGF-2.
Odontoblastos foram estimulados com LPS (0,1 ug/mL). As células foram pré-
tratadas com PD (30 uM), SB (30 uM) e Worthmannin (Wort, 0,2uM), por 30
minutos antes do estimulo.Oberva-se a area de expressdo das bandas, por
densiometria.

4.6. Envolvimento da p42/44, p38 e PI3k na producdo de SCF por
odontoblastos estimulados por LPS

Para determinar se as vias p42/44, p38 e PI3k estavam envolvidas na
producdo de SCF por odontoblastos estimulados por LPS, as células foram pré-
tratadas com PD 30 yM ,SB 203580 30 uM e Wort 0,1 yM por 30 minutos e em
seguida estimuladas com LPS (0,1ug/mL). N6s observamos que o tratamento com
PD, SB e wortmannin foi capaz de inibir a producdo de SCF ap6s um estimulo

inflamatorio com LPS nos odontoblastos (Figura 6).
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Figura 6. Nivel de SCF no sobrenadante de linhagem
de células MDPC-23 pré tratadas com PD (30 uM), SB
(30 uM) e Worthmannin (wort, 0,1 uM) 1 hora apos a
estimulacdo por LPS ( 0,1 pg/mL). Niveis de SCF
foram analisados por ELISA. Os resultados foram
expressos como médiatEPM.

4.7. LPS ativa vias de sinalizacéo intracelulares na producdo de FGF 2 em
odontoblastos e promove producao de leucotrieno b4 e citocinas,envolvidas

com a producao de FGF2

A proteina FGF 2 foi detectada como se nota a producdo por andlise de
Western blot (Figura 7). A expressdo pode estar sendo ocasionada por varios
mecanismos, incluindo a presenca de citocinas e/ou quimiocinas. Para
tanto,usamos.as drogas Dexametasona (10 uM) e MK886 (1 uM) e pré-tratamos as
células por 30 minutos e em seguida estimulamos com LPS (0,1ug/mL). Apés 1 hora
do estimulo, tanto a dexametasona quanto o MK886 foram capazes de inibir a
expressdo a proteina FGF-2 Outros mecanismos avaliados foram as vias de
transducédo de sinal, P13k, p42/44 e p38. Onde o gréafico da figura 8 nos mostra que
quando as células foram tratadas com inibidores das respectivas vias descritas
acima, houve uma queda da producdo da proteina FGF 2, sugerindo que a

expressao de FGF 2 dos odontoblastos sejam ativadas por estas vias.
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Figura 7. Produgcédo da proteina FGF 2 em linhagem de células MDPC-23 pré
tratadas com Dex (10pM) e Mk886 ( 1uM) e com PD (30 pM), SB (30 pM) e
Worthmannin (wort, 0,1 uM) 1 hora apds a estimulacédo por LPS ( 0,1 uyg/mL). As
amostras foram analisadas por western blot. Os resultados foram expressos como
médiatEPM.
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5 Discussao

Nosso estudo mostrou que os odontoblastos sdo células capazes de produzir
SCF e FGF- 2 quando estimuladas por LPS. De acordo com a literatura, até o
presente momento, ndo existe relato sobre a expressédo de SCF e de FGF-2 por
odontoblastos. Acreditamos ser um dado importante, visto que sugere um novo
papel para os odontoblastos na biologia pulpar, na sua interacdo com fibroblastos,
podendo atuar na regulacdo e potencializacdo de defesa, frente a agentes
bacterianos.

Nosso trabalho se mostra inovador porque, relata a expressdo desta
importante citocina pelos odontoblasos, tais como célula do epitélio bronquico'®,

107,108 ¢@élulas da

111,112

miofibroblastos subepiteliais bronquico®, fibroblastos pulmonares

109.110 mastdcitos

27,28

musculatura lisa bronquica®®’, células endoteliais, eosindfilos,
e também por fibroblastos da mucosa oral e células mesenquimais orais.
O SCF é uma importante citocina, conhecida como fator de crescimento para
mastdcitos que se liga ao seu receptor c-kit, um receptor do tipo tirosina quinase.**?
Em condi¢Bes inflamatérias a expressdo do SCF é aumentada, e que portanto
o SCF se torna um importante alvo terapéutico nas doencas
inflamatoria® 107198114115 "5 SCF foi capaz de induzir a ativacdo dos mastécitos e
estes liberaram IL-13™°® Estas células quando ativadas pelo SCF liberaram IL-6,
essas citocinas desempenham papel importante na mediacdo dos processos
inflamatérios’. O SCF teve efeito direto sobre os eosindfilos, promovendo sua
degranulacado e consequente liberacédo de leucotrieno B4 e a sintese de quimiocinas
CcC™°. Tais informagdes nos levam a sugerir que os odontoblastos produzindo SCF,
apos contato com um antigeno derivado de bactéria, pode contribuir para ativacédo
de células pulpares que possam interagir com os odontoblastos, como fibroblastos
da polpa, favorecendo uma producdo de citocinas e fatores de crescimento que
podem estar envolvidos no reparo tecidual da polpa apos o periodo de inflamacéao.
Em nossos estudos observamos que a producédo de SCF ocorre ja na primeira hora,
sugerindo o favorecimento dos odontoblastos serem a célula alvo para que ocorra
logo de imediato a ativacao dos fibroblastos pulpares serem ativados para producéo

dos fatores de crescimento juntamente com os odontoblastos.
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O FGF-2 é o fator béasico de crescimento para fibroblastos. Este fator tem
efeito pleiotropico em diferentes células e sistemas. O FGF-2 € um potente fator
angiogénico que estimula o crescimento de células da musculatura lisa, cicatrizacao
e reparo tecidual.**®. Além disso, é capaz de estimular a hematopoiese *'° e tem um
importante papel na diferenciacéo e func&o do sistema nervoso .*2%?!

Juntamente ao que foi descrito anteriormente, o FGF 2 pode ser produzido

por células endoteliais e células tumorais,®

contudo sua relacdo com os
odontoblastos, ainda ndo foi descrita. Em nossos estudos observamos que
odontoblastos expressam FGF-2 logo 1 hora apos a estimulacdo com antigeno de
bactéria. Dessa forma, podemos sugerir que o FGF-2 nos odontoblastos esteja
juntamente com o SCF estimulando essa célula a produzir citocinas e quimiocinas
pro-inflamatérias que podem ser Uteis para o processo de cicatrizacdo e reparacéo
tecidual da polpa.

No sentido de investigar se a expressao desses fatores é dependente da
producdo de citocinas e/ou quimiocinas ou de producdo de derivados da
ciclooxigenase nossas células foram tratadas com dexametasona e observamos que
este farmaco com atividade anti-inflamatoria foi capaz de inibir a expressao de SCF
e FGF, favorecendo a suspeita de que as citocinas e quimiocinas sdo produzidas
para ativar os odontoblastos para producéo de SCF e FGF que podem auxiliar no
reparo da polpa ap6s ativacdo dos fibroblastos pulpares. Dados de literatura
mostram que a dexametasona foi capaz de inibir a producédo de IL-5 e de reduzir a

122,123 viram

sintese de IL-13 apds um processo inflamatério alérgico das vias aéreas
gue a dexametasona bloqueou a producdo de SCF por mastdcitos e que por essa
razao ndo houve producédo de TNF “alfa” e de IL-6. Portanto os autores sugerem que
a producéo de SCF € via producao de TNF-a e IL-6.

A dexametasona suprimiu completamente a proliferacdo de células epiteliais
géastricas de rato estimuladas por FGF-2.*** Além disso, o mesmo grupo também
demonstrou que a dexametasona inibiu a migracdo de células epitelial gastrica
induzida pelo TNF-a e que esta inibicho foi dependente da producdo de
prostaglandinas.’® Em nossos resultados, o fato da dexametasona inibiu a
expressdo de FGF 2 em odontoblastos estimulados por LPS sugerem que: a) a
producdo de FGF-2 € dependente da producdo de derivados da enzima

ciclooxigenase; b) a producao de FGF-2 é dependente da producao de derivados da
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enzima lipoxigenase; visto que a dexametasona inibe fosofolipase A2, e c) a
producdo de FGF-2 é dependente da producdo de citocinas e/ou quimiocinas.
Futuros ensaios serem realizados para responder estes questionamentos.

Para verificar se a producdo de SCF e FGF-2 pelos odontoblastos
estimulados por LPS é dependente da enzima 5-lipoxigenase, tratamos as células
com MK 886, que € um inibidor farmacologico da enzima 5-lipoxigenase e
consequentemente de leucotrieno B4. Observamos que houve inibicdo da expressao
de SCF e FGF 2 pelos odontoblastos estimulados por LPS. Dessa forma, sugerimos
que a producdo de SCF e FGF-2 é dependente da producéo de leucotrieno. Os
leucotrienos sdo moléculas que apresentam importante papel tanto na resposta
imune como na patogénese de doencas inflamatodrias, tais como asma, artrite e
glomerulonefrite, participa na fibrose cistica, doencas pulmonares crbnicas
obstrutivas, esclerose mdltipla, psoriase, arteroclesrose '#*?®demonstraram que
esta molécula tem a capacidade quimiotatica para neutréfilos. Além da atividade
quimiotatica, o LTB4 também induz inibicdo da apoptose celular 1270 LTB4 estimula
vérias funcdes de leucdcitos, incluindo aderéncia, fagocitose'?® E estudos anteriores
mostraram que a inflamagé&o alérgica induzida por SCF em animais pré-tratados com
MK 886 foi reduzida, sugerindo que o Leucotrieno B4 € um mediador envolvido na
inducao da inflamagéo pelo SCF . Embora na literatura ndo haja relatos da relagéo
entre a expressao de FGF-2 e leucotrieno, o resultado obtido nos nossos estudos,
mostrando que a expressao de FGF2 é dependente da producdo de leucotrieno,
nos levando a uma possivel dependéncia deste mediador para acionar a atividade
de reparacao e cicatrizacdo induzida pelo odontoblastos via producdo de FGF-2. O
que favorece um adicional para futuras terapéuticas, embora ainda necessite de
estudos para elucidar tal hipotese.Atualmente, a participacdo das MAPKs tem sido
alvo de estudos para utilizacdo terapéutica de farmacos inibidores das MAPKs em
diferentes tipos de processo inflamatério. No presente trabalho, demonstramos que
a producdo de SCF e FGF 2, nos odontoblastos estd sendo mediada pelas vias
p42/44, p38k e pela PI3K.

A inibicdo farmacoldgica da via p42/44 pelo seu inibidor especifico PD foi
capaz de inibir completamente a expressdo de SCF e FGF 2. Em trabalhos ja
descritos na literatura mostraram que o SCF é capaz de atuar como fator protetor de
apoptose dos neurdnios através da ativacdo desta via em camundongos diabéticos,
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os resultados sugerem que SCF pode proteger o cérebro de apoptose em pacientes
com diabetes e que o mecanismo dessa protecdo pode, a0 menos em parte,
envolver a ativacdo da p42/44 (ERK1/2).**® Outros autores observaram que
fibroblastos de polpa e células da polpa expressam TLR4 (toll- like receptor-4) e que
a exposicdo dessas células por LPS de P. gingivalis ativa proteina quinase C e
fosforilacdo da via p42/44'* Em nosso modelo, sabemos que odontoblastos
estimulados por LPS de E. coli produz SCF e FGF-2 e que a via ERK1/2 esta sendo
ativada para que este fendmeno esteja ocorrendo.

Ja em relacdo ao FGF-2, Makino et al., 2009**!, mostraram que o FGF-2 tem
efeito preciso na proliferacdo de fibroblastos da derme humana, e que este efeito é
mediado pela ERK. Dessa forma, podemos sugerir em nosso trabalho uma possivel
atuacdo do FGF-2 liberado pelos odontoblastos nas células da polpa induzindo
proliferacdo e consequentemente renovacgéo das células migratérias apos processo
inflamatorio favorecendo ao reparo tecidual.

Neste estudo analisamos também a ativacdo da p38, na sinalizacédo celular
mediada por SCF e FGF- 2. A via p38 foi primeiramente isolada como uma proteina
tirosina fosforilada, 38-kDa, em resposta a estimulo com LPS™¥2'* Embora as
primeiras descricbes desta via, tenham sido relatadas em processos

134,135

inflamatorios a sua ativacdo abrange um amplo campo de consequéncias

biolégicas. A familia da p38 ativada pode ter como consequéncia induzir apoptose
celular’®®,  proliferacdo,desenvolvimento  celular’®”  diferenciacdo  celular*®
senescéncia e supressao tumoral'®*® Em cultura de odontoblastos, o LPS foi capaz
de estimular a ativacdo da p38 para a expressdo de SCF. Sugerindo que a ativacéo
da p38 pode estar envolvida no processo inflamatério, decorrente de estimulo
bacteriano, quando a presenca do SCF é requerida para cooperar com a ativacao
ou migracao de células que esteja chegando ao foco. A ativacdo desta via neste
trabalho também foi analisada para expressdo de FGF-2. Tendo em vista que o0s
odontoblastos estimulados por LPS, sdo capazes de expressar FGF-2, e que a p38k
é ativada, podemos sugerir que neste caso, 0 FGF-2 esteja atuando na proliferacéo
celular pela ativacdo da via p38Kk.

Ainda neste trabalho vimos o envolvimento da P13k, na expressao do SCF e
do FGF-2. Nossos resultados mostraram que tanto para expressdo do SCF quanto

do FGF-2 ha ativagdo da PI3k. A PI3k é uma via que regula muitas funcdes
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celulares, como proliferagdo e producdo de citocinas, degranulacdo de mastécitos,
quimiotaxia, producdo de anticorpos, migracdo de eosinofilos e desenvolvimento
celular**® A literatura ndo relata o envolvimento da ativacdo desta via com a
expressdo de SCF e/ou FGF-2, mas mostra que o TGF-beta através da ativacao da
PI3k é capaz de modular o fenotipo de células do musculo liso**.

Chanteux et al.’*?, ja havia relatado que um processo inflamatério causado
por LPS era capaz de produzir IL10 via ativacdo da p42/44, p38. E que estas vias
ativam uma variedade de fatores que coordenam a inducdo de genes envolvidos

|143

com mediadores inflamatérios. Choi et al™*°, mostrou que FGF2 é capaz de

promover proliferacéo celular pela Pi3k. Maffucci et al.’*

também mostrou qua a
PI3k regula o FGF2 na formacédo de novos vasos. E é importante salientar que
nosso estudo ndo é capaz de completar toda resposta do mecanismo da producéo
de FGF2 e do SCF, mas ja favorece condicbes de detectar informacfes de
mecanismos antes desconhecidos.

Nosso trabalho mostra em primeira mdo o papel do odontoblasto na
modulacdo da resposta imune e de reparo tecidual. Futuros estudo estdo em

andamento para esclarecer nossos resultados.
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6 Conclusao

Baseados na metodologia utilizada e nos resultados obtidos,nossos dados
indicam que apods estimulo com LPS os odontoblastos expressam FGF 2 e SCF.

E os mecanismos envolvidos nesta expressao provavelmente sdo mediados
pela ativacéo das vias de sinalizacao intracelular p42/44,p38 e PI3k e pela vigéncia
do processo inflamatério e leucontrieno B4.

A dexametasona foi capaz de inibir a producéo e expressédo de FGF 2 e SCF,
sugerindo que estes sado produzidos na vigéncia do processo inflamatorio.

MK886 foi capaz de inibir a expressdo de FGF2 e SCF , sugerindo que estes

fatores sdo mediados pela presenca de leucotrieno B4.
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