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Leal FM. Avaliacdo da producao de citocinas, expressédo génica e analise
funcional de células SHED expostas ao LTA bacteriano [dissertacdo]. Sdo
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Células-tronco da polpa dentaria humana sao promissoras no tratamento
endoddéntico, porém antes de utiliza-las clinicamente, deve-se entender
suas propriedades bioldgicas em resposta a estimulos, como o acido
lipoteicdico (LTA) bacteriano. O objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento de células SHED (Stem cells from Human Exfoliated
Deciduous teeth) apds exposicdo ao LTA bacteriano, verificando os
efeitos na proliferagdo e metabolismo celular, atividade da fosfatase
alcalina, deposicdo de caélcio, expressdo de genes associados a
mineralizacdo, e liberagcao de citocinas. Foram utilizadas células SHED
tratadas com LTA em diferentes concentracbes, sem e com indutores da
mineralizacédo (IM). O metabolismo e a proliferacdo celular foram
avaliados pelos ensaios de XTT e SRB. As células foram submetidas a
um ensaio enzimatico da atividade de fosfatase alcalina, para observagao
da ativacdo de processos de mineralizagdo. E foi analisada
qualitativamente a presenca de deposicdo de calcio pelas células pelo
ensaio de alizarin vermelho (ARS). A expressao dos genes DSPP (Dentin
Sialophosphoprotein) e DMP-1 (Dentin Matrix Protein-1) foi avaliada pela
técnica do PCR (Polymerase Chain Reaction). O teste ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) foi realizado para detectar e quantificar as
citocinas IL-1R (Interleucina-1i3), IL-6 (Interleucina-6), TNF-a (Fator de
Necrose Tumoral-a). Os dados obtidos nos ensaios quantitativos foram
analisados estatisticamente por ANOVA complementada pelo teste de
Tukey (p<0,05). Foi observado um aumento no metabolismo e
proliferagao celular com o tempo, nao havendo diferengas entre os grupos
testados em cada periodo. Nos grupos sem IM, observou-se um aumento
da atividade da fosfatase alcalina das células expostas ao LTA
comparados ao controle. Os grupos com indutores de mineralizagcao
apresentaram maiores quantidades de calcificacbes, comparados aos
grupos sem IM. Ap6s 3 dias, as células tratadas com LTA bacteriano
apresentaram mais zonas de calcificagcdo em relagdo ao controle, e apés
os periodos de 7 e 14 dias, foram semelhantes. Todos os grupos testados
expressaram os genes DSPP e DMP-1, sendo maior nos grupos com IM.
A expressao de IL-13 e TNF-a pelas células dos grupos testados foi
semelhante, ja a concentracao de IL-6 foi expressiva, havendo diferencas
entre grupos e periodos. De acordo com a metodologia e analise



empregadas neste estudo, conclui-se que as células SHED quando
expostas ao LTA bacteriano ndo sofreram interferéncias na proliferagao e
metabolismo celular, na expressao das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-q, e na
diferenciagdo odontoblastica. Porém, em curto prazo, o LTA estimulou
funcionalmente as células, havendo maior deposicéo de calcio e atividade
da fosfatase alcalina.

Palavras-chave: Células-tronco. Citocinas. Diferenciacdo celular.
Expressdo génica. Fosfatase alcalina. Polpa dentaria. Proliferagcdo de
células.



Leal FM. Evaluation of cytokines production, gene expression and
functional analysis of SHED cells exposed to LTA [dissertation]. SGdo José
dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

Dental pulp stem cells are promising in endodontics, but before clinical
treatment it should be studied to understand its biological properties in
response to stimuli such as lipoteichoic acid (LTA). The aim of this study
was to evaluate the behavior of Stem cells from Human Exfoliated
Deciduous teeth (SHED) exposed to LTA, analyzing cell proliferation and
metabolism, alkaline phosphatase activity, calcium deposition, gene
expression, cytokines production. SHED cells were treated with LTA, in
different concentrations, without and with mineralization induction (Ml).
Cell metabolism and proliferation were evaluated by XTT and SRB.
Alkaline phosphatase activity was performed to indicate mineralization
process. Also, calcium deposition was observed qualitatively by alizarin
red. Gene expression of DSPP (Dentin Sialophosphoprotein) and DMP-1
(Dentin Matrix Protein-1) was evaluated by PCR (Polymerase Chain
Reaction). Cytokines IL-18 (Interleukin-18), IL-6 (Interleukin-6), TNF-a
(Tumor Necrosis Factor-a) were detected and quantified by ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Statistical analysis of
quantitative tests were performed by ANOVA and Tukey test (p<0,05).
Metabolism and cell proliferation increased with time and no differences
were observed between groups in each period. In groups without M, there
was an increase in alkaline phosphatase activity of cells exposed to LTA
compared to control. Groups with mineralization induction showed more
calcium deposition, compared to the groups without MI. After 3 days, cells
treated with LTA showed more areas of calcification compared to control,
and after periods of 7 and 14 days were similar. All groups tested
expressed genes DSPP and DMP-1, being slightly higher in groups with
MI. The expression of IL-18 and TNF-a by cells of the tested groups were
similar, and IL-6 concentration was expressive, with differences between
groups and time periods. According to the methodology and analysis
employed in this study, the conclusion is that SHED cells did not suffer
interference of bacterial LTA in cell metabolism and proliferation,
expression of IL-18, IL-6, TNF-a, and odontoblast differentiation. However,
in short term, LTA stimulated cells functionally, with higher calcium
deposition and alkaline phosphatase activity.



Keywords: Alkaline Phosphatase. Cell Differentiation. Cell Proliferation.
Cytokines. Dental pulp. Gene Expression. Stem cells.



1 INTRODUGAO

A inflamacdo da polpa dentaria € uma reacdao do
organismo frente a uma agressao de etiologia fisica, quimica ou bioldgica
ao complexo dentino-pulpar, com intuito de eliminar a causa e permitir o
reparo (Chang et al., 2006; Silva et al., 2009). O conhecimento desse
processo € essencial para o correto diagnostico e escolha do tratamento
apropriado.

Apods dano ou destruicdo de odontoblastos, células-tronco
da polpa dentaria migram para o local da agressao, onde podem se
diferenciar e participar do processo de reparo ou regeneragéo (He et al.,
2013). Células-tronco da polpa dentaria humana sao células
mesenquimais indiferenciadas do tecido pulpar, € com um estimulo
apropriado, essas células podem diferenciar em odontoblastos e formar
dentina reparadora devido a reagéo defensiva da polpa. A dentinogénese
€ um processo celular regulado por fatores de crescimento e citocinas, e
modulado por alteragbes no ambiente extracelular (Yang X et al., 2012).

Quando ha comprometimento da polpa e esta € removida,
seguida de desinfecgédo do canal radicular e posterior preenchimento com
material artificial, pode haver grande perda de dentina deixando o dente
nao-vital e enfraquecido, principalmente em dentes imaturos (Demarco et
al., 2011; Iglesias-Linares et al., 2013). Assim, a engenharia tecidual tem
sido apresentada como um campo emergente, com resultados
promissores quando células-tronco sao associadas a arcabougos e
moléculas (Demarco et al., 2011; Rosa et al., 2012; Steindorff et al.,
2014).

As células-tronco da polpa dentaria humana podem ser

Stem cells from Human Exfoliated Deciduous (SHED), quando



encontradas em dentes deciduos, e Dental Pulp Stem Cells (DPSC), em
dentes permanentes. Essas células sdo promissoras para regeneragao do
complexo dentino-pulpar, pois oferecem menores chances de rejeigao
imunoldgica, além de apresentar acessibilidade na obtengdo. A exfoliagao
de dentes deciduos, terceiros molares inclusos e dentes supranumerarios
indicados para extracao ou dentes fraturados com exposicédo pulpar que
necessitam de tratamento endoddntico, sdo op¢des para obtencao de
células-tronco (Brar, Toor, 2012; Lee et al., 2011).

Dentes deciduos em exfoliacao apresentam
remanescentes da polpa dentaria viva, que sao fontes de células SHED.
A grande vantagem é que nessa condi¢ao o procedimento é nao-invasivo,
com isso, ha menor preocupacao ética e legal. (Brar, Toor, 2012; Cordeiro
et al., 2008; Lee et al., 2011; Nakamura et al., 2009).

As células SHED apresentaram maior indice de
proliferacdo e capacidade de diferenciacdo, comparadas a DPSC in vitro
(Lee et al., 2011; Miura et al., 2003; Nakamura et al., 2009; Wang X et al.,
2012). E os resultados de Wang X et al. (2012) in vivo, em camundongos,
sugerem maior capacidade de mineralizagdo dessas células. Assim, as
células SHED representam uma alternativa potencial para tratamento
regenerativo.

A presencga de bactérias e suas toxinas na polpa dentaria
€ uma agressao que pode estimular processos celulares e interferir na
diferenciacdo das células SHED. Bactérias Gram-positivas sao
frequentemente encontradas em infecgées endodénticas, e em tubulos
dentinarios de dentes com lesdes profundas de carie e dentes com pulpite
irreversivel (Soden et al., 2009). O acido lipoteicdico (LTA) € um
componente da parede celular dessas bactérias (Kayaoglu, Qrstavik,
2004; Mo et al., 2008; Tian et al., 2013; Wang PL et al., 2001), que induz
a expressao de diversos mediadores inflamatérios (Yang J et al., 2009), e

ativa o sistema imune (Hahn, Liewehr, 2007).
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Contudo, em células-tronco da polpa dentaria humana, a
resposta inflamatéria a um estimulo como o LTA ndo esta bem elucidada.
Mas sabe-se que a presenga de uma agressao pode levar a alteragdes
celulares, modificando a expressao génica, expressao de moléculas e a
funcdo celular. Em células pulpares, essas alteragcdes podem levar a
diferenciacdo celular em odontoblastos, por isso, geralmente estédo
associadas ao processo de mineralizagao.

Os processos celulares e possiveis alteragdes podem ser
avaliados pela expressdo génica (Paakkonen et al., 2007). Os genes
Dentin Sialophosphoprotein (DSPP) e Dentin Matrix Protein-1 (DMP-1)
sé&o essenciais para o desenvolvimento de tecidos duros (Gibson et al.,
2013; Zhu et al., 2012), podendo demonstrar a diferenciagao
odontoblastica (Casagrande et al., 2010). Estdo localizados préximos um
ao outro no DNA e tem estruturas similares, mas o gene DSPP afeta a
mineralizagcédo da dentina mais profundamente que o DMP-1 (Suzuki et al.,
2012).

Os genes para ALP, DSPP e DMP-1 sdo marcadores
especificos da diferenciagdo celular para detectar o potencial
odontogénico das células-tronco da polpa dentaria (Li et al.,, 2012). A
fosfatase alcalina (ALP) é uma importante enzima na formagao de tecidos
mineralizados, cuja atividade € aumentada no inicio da resposta
inflamatdria (Spoto et al., 2001).

No tecido pulpar infectado, as bactérias e suas toxinas
estimulam a producao e liberagdo de citocinas. Essas moléculas estao
envolvidas no recrutamento de células inflamatérias e imunoldgicas (Yang
X et al., 2012). As citocinas, como as interleucinas IL-1qa, IL-1R3, IL-6, IL-8
e o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), sdo importantes no processo
de inflamacado pulpar (Cavalcanti et al., 2011; Chang et al., 2006;
Lertchirakarn et al., 1998; Lu et al., 2002; Silva et al., 2009; Yang X et al.,
2012).
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As células-tronco da polpa dentaria humana tem
excelente potencial de reparo e regeneragdo. Com estimulo adequado, ha
diferenciacdo dessas células, processo regulado por citocinas, entre
outros mediadores e condi¢des celulares. Porém, pouco se sabe sobre o
efeito da infec¢ao bacteriana sobre as células-tronco e se este é um fator
determinante na limitacdo do reparo tecidual. Assim, antes de utilizar
essas células em tratamento clinico, deve-se entender suas propriedades

biolégicas em resposta a um estimulo intrinseco ou extrinseco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SHED

As células-tronco da polpa dentaria humana de
dentes deciduos sdo candidatas potenciais ao uso na terapia
regenerativa, pois sdo de facil acesso e apresentam capacidade de
regeneracao (Wang X et al.,, 2012). Por isso, suas caracteristicas
bioldgicas e aplicagbes devem ser extensivamente estudadas.

Em 2003, Miura et al. encontraram em dentes
deciduos, células-tronco multipotentes (SHED). As células SHED foram
identificadas como altamente proliferativas e com capacidade de
diferenciagcao em células neuronais, adipocitos e odontoblastos, e inducao
de formagdo Ossea, apesar de ndo diferenciar diretamente em
osteoblastos. Quando comparadas a células-tronco do estroma da
medula o&ssea (BMSSCs) e células-tronco da polpa de dentes
permanentes (DPSCs), SHED mostraram maior indice de proliferagcao. No
experimento in vitro, houve formagcdo de ndédulos minerais e aumento na
producdo de marcadores de mineralizagdo. E em camundongos, a
dentina regenerada expressou DSPP. Esses dados indicam que SHED
tem capacidade de diferenciagdo em odontoblastos tanto in vitro como in
Vivo.

O estudo de Nakamura et al. (2009) avaliou as células
SHED, DPSCs e células-tronco mesenquimais derivadas da medula
0ssea (BMMSCs). E observaram que todas as células exibiram
caracteristicas de células-tronco, incluindo morfologia fibroblastica e

expressdo de marcadores celulares. Mas as SHED apresentaram



proliferacado significantemente maior quando comparadas a DPSCs e
BMMSCs, havendo, assim, maior expressao de genes que participam de
proliferagdo celular e matriz extracelular, incluindo diversas citocinas.

Lee et al. (2011) compararam células DPSCs de dentes
supranumerarios € SHED. O indice de proliferacdo de SHED foi maior. E
o indice de crescimento apds armazenamento (congelamento) em longo
prazo, foi constante nas células SHED, ja DPSCs foram afetadas. DPSCs
e SHED foram similares quanto ao potencial de diferenciagdo adipogénica
e condrogénica, e demonstraram atividade da fosfatase alcalina, mas nao
houve estimulo de diferenciacdo osteogénica. Também foi realizada
analise citogenética, na qual ambos os tipos celulares apresentaram-se
normais. Para avaliar a cicatrizagdo in vitro, foi aplicado um choque
elétrico e observou-se que as células SHED migraram mais rapidamente
para a ferida.

O estudo de Wang X et al. (2012) também comparou
SHED e DPSCs, avaliando proliferacao e diferenciacédo in vitro, e em
camundongos in vivo. As células foram implantadas com osso bovino no
subcutdneo de camundongos imunocomprometidos, e apds 8 semanas
foram avaliadas. Os resultados in vivo sugerem que SHED tem maior
capacidade de mineralizacdo que DPSCs. E SHED também apresentou
maior proliferacao e capacidade de diferenciagao que DPSCs in vitro.

Cordeiro et al. (2008) utilizaram SHED em fatias de
dentes com scaffolds (arcabougo) para implantagdo subcutanea em
camundongos com imunodeficiéncia. E observaram que apés 14-28 dias,
houve formacdo de um tecido pulpar com caracteristicas morfoldgicas
similares a polpa dentaria normal. Houve aumento de microvasos, maior
numero de células na pré-dentina, e além das caracteristicas
morfolégicas, a expressao de Dentin Sialoprotein (DSP) sugerem
diferenciacao celular em odontoblastos. DSP ndao é um marcador

especifico para odontoblastos, ja que também pode ser expresso em
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osteoblastos, porém sua expressao em dentina € muito maior que em
0SSO.

O estudo de Sakai et al. (2010) também utilizou SHED em
fatias de dentes com scaffolds (arcabougo) para avaliagao in vitro e in vivo
(transplantados em subcutdneo de camundongos imunocomprometidos)
da diferenciacdo em odontoblastos e células endoteliais. As células SHED
diferenciaram em odontoblastos funcionais, que produziram dentina
tubular. Também houve diferenciacdo em células endoteliais vasculares,
com expressao de marcadores do endotélio e organizagdo em estruturas
capilares.

As células-tronco sao promissoras na regeneragao do
complexo dentino-pulpar, porém sido necessarios estudos para melhor
conhecer suas propriedades frente a um estimulo intrinseco ou
extrinseco. Pouco se sabe sobre o efeito da infeccdo bacteriana sobre
essas células, e se este € um fator determinante na limitacdo do reparo e
regeneragao tecidual. Na infecgcado estdo presentes diversas bactérias e
suas toxinas. Entre seus componentes celulares estao acido lipoteicoéico
(LTA) e lipopolissacarideo (LPS), de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, respectivamente. Porém ha poucos estudos utilizando LTA em

culturas celulares, principalmente em células-tronco da polpa dentaria.

2.2 Estimulo celular

LTA é uma molécula anfifilica consistindo de um
poliglicerolfosfato agrupado a um complexo do grupo glicolipideo (Hogg et
al., 1997; Kayaoglu, @rstavik, 2004; Wicken, Knox, 1975). Fica ancorado
por forgas hidrofébicas a parede celular de bactérias Gram-positivas. O
LTA é produzido em grandes quantidades em bactérias cariogénicas na

presenca de acucares, e pode ser liberado extracelularmente durante o
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crescimento bacteriano em baixo pH. Quando o LTA é liberado, pode
haver difusdo na polpa dentaria e provocar respostas imunes (Hahn,
Liewehr, 2007).

Ja o lipopolissacarideo (LPS), componente celular de
bactérias Gram-negativas frequentemente presentes em canais
radiculares infectados (He et al., 2013; Mo et al., 2008; Morsczeck et al.,
2012), apresenta mais estudos de seus efeitos em culturas celulares.
Leva a destruicdo de tecidos e, assim como o LTA, induz reagdes
inflamatdrias e imunopatolégicas no hospedeiro (Hosoya, Matsushima,
1997). LTA e LPS ativam o sistema imune por mecanismos similares.
Apos ativacdo de receptores de membrana (TLR), ha liberagédo de
citocinas proé-inflamatorias.

Mo et al. (2008) utilizaram LTA de Streptococcus
pyogenes e LPS de Escherichia coli em diferentes concentragdes, para
investigar a proliferacao e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais
(MSCs). Ambos componentes bacterianos nao induziram proliferagao
celular, e em curto prazo (3 dias), ndo tiveram efeito significante na
atividade da fosfatase alcalina e deposig¢ao de calcio. Ja em longo prazo
(10 e 14 dias), maiores doses utilizadas de LPS (1 e 10 pg/ml) levaram a
um aumento na atividade da fosfatase alcalina e deposi¢cao de calcio,
comparado aos controles nao-tratados. O LTA néo teve efeito significante
na diferenciagao, porém aumentou a expressao do receptor de membrana
TLR4 no dia 12, enquanto o LPS reduziu a expressao de TLR4 e TLR2.

O estudo de Durand et al. (2006) avaliou a resposta de
odontoblastos da polpa dentaria humana expostos a 1 pg/ml de LTA de
Bacilus subtilis. O LTA aumentou a expressao génica para os receptores
de membrana TLR2, TLR3, TLR5 e TLR9. A ativagdo de TLR aumentou a
sintese de quimiocinas, mediadores da inflamagdo. E diminuiu a
expressao de alguns genes, como o DSPP, que tem importante papel na

mineralizacdo da pré-dentina. Esses resultados sugerem que quando
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expostos ao LTA, odontoblastos diminuiram suas fun¢gdes e aumentaram
a expressao de moléculas relacionadas a resposta imune.

Em 2010, Park et al. caracterizaram a expressdo de
receptores de membrana em fibroblastos da polpa dentaria humana
expostos a LTA e LPS. Os receptores TLR estdo envolvidos no
reconhecimento de microrganismos pela célula, induzindo a resposta
inflamatoria. Foram detectados TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, sendo
TLR2 de maior expressao para LTA e TLR4 para LPS.

Essa maior expressao de TLR2 frente ao LTA também foi
demonstrada por Soden et al. (2009). LTA de Streptococcus sanguis na
concentragdao 80 ug/ml foi utilizado em diferentes células: odontoblastos
MDPC-23, células indiferenciadas da polpa OD-21, macréfagos,
fibroblastos gengivais. Observou-se que o LTA induziu a expressdo do
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) em células pulpares. E
com a inibicdo de TLR2, houve inibicado de VEGF. Concluindo que a
producao de VEGF em células pulpares € mediada por receptores TLR2.

O estudo de Wang PL et al. (2001) avaliou a
citotoxicidade do LTA de Streptococcus mutans em diferentes
concentragdes, em células da polpa dentaria humana. O LTA foi citotoxico
de maneira dose-dependente e tempo-dependente. E também causou
apoptose, o que € importante para inicio e progressao de uma pulpite.

Em 2013, Tian et al. utilizaram LTA de Enterococcus
faecalis em diferentes concentragcbes, em osteoblastos MG63. E
observaram que a proliferacao celular foi inibida pelo LTA de forma dose-

dependente. O LTA também induziu apoptose.
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2.3 Producao de citocinas

Yang J et al. (2009) obtiveram células da medula
precursoras de osteoclasto (BMM) de camundongos com deficiéncia do
receptor TLR2 ou MyD88 (envolvida na via de sinalizagao de receptor de
membrana). O LTA aumentou a produgado da citocina TNF-a de maneira
dose-dependente. E inibiu a diferenciacdo osteoclastica e a capacidade
de reabsorcido 6ssea. Essa inibicdo ndo ocorreu nas células obtidas de
camundongos com deficiéncia do receptor TLR2, mostrando que o efeito
do LTA esta associado a TLR2.

Silva et al. (2009) avaliaram a localizagéo, distribuicéo e
concentragdo das citocinas IL-13 e IL-8 em polpas dentarias sadias e
inflamadas. Por imunohistoquimica, polpas inflamadas foram fortemente
coradas para ambas interleucinas, e o teste ELISA confirmou suas
presencas em grande quantidade. Fibroblastos da polpa foram expostos a
10 ng/ml de LPS de Escherichia coli, € houve maior producao dessas
citocinas.

No estudo de Aulock et al. (2006), LTA de Staphylococcus
aureus e LPS de Salmonella abortus foram usados em amostras de
sangue de voluntarios, e observou-se a produgao de citocinas (incluindo
TNF-a, IL-1R, IL-6) por mondcitos e leucdcitos. A resposta das células
sanguineas ao LTA foi mais variavel que ao LPS. Também foi observada
maior secregdo de citocinas em homens, comparados a mulheres, as
quais apresentaram maior variagao.

Em 2013, He et al. observaram que em células-tronco da
polpa de dentes permanentes (DPSCs), o LPS aumentou a producéo de
IL-8, processo que envolve o receptor de membrana TLR4, MyD88
(envolvida na via de sinalizagdo de TLR4), NF-KappaB (fator de
transcricdo para resposta inflamatéria e imune) e MAPK (importante na

sinalizacao de TLR4).
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Em 2002, Lu et al. avaliaram a producédo de IL-13 em
células da polpa dentaria humana apds exposicdo ao LPS de
Fusobacterium nucleatum em diferentes concentracdes. E investigaram o
efeito do receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) nestas. Os resultados
obtidos mostraram producao de IL-13 com um aumento dose-dependente
em relagdo ao LPS. O IL-1ra reduziu a sintese de IL-1B3, assim, € um fator
molecular que pode contribuir para a diminuigdo da resposta inflamatéria.

Hosoya e Matsushima (1997) determinaram a
concentragédo de IL-1B produzida e a atividade da enzima conversora de
IL-13 (ICE) em células da polpa dentaria humana expostas ao LPS de
Porphyromonas endodontalis em diferentes concentragdes. A liberagao
de IL-13 também foi dose-dependente, e tempo-dependente. Ja a
atividade da ICE n&o aumentou com a presenga do LPS.

Ferreira et al. (2009) avaliaram a expressao de IL-1B e IL-
8 em fibroblastos da polpa de dentes deciduos, comparando materiais
usados na pulpotomia e, como controle positivo foi usado 10 ng/ml de
LPS de Escherichia coli. O LPS apresentou altos niveis de producéo
dessas interleucinas.

No estudo de Hosoya et al. (1996), foi determinada a
producéao de IL-13 e IL-6 por células da polpa dentaria humana frente ao
LPS de Porphyromonas endodontalis em diferentes concentragbes. O
LPS estimulou as células a produzir essas interleucinas de maneira dose-
dependente. A producéao de IL-6 foi independente da produgao de IL-103.

Em 2012, o estudo de Morsczeck et al. comparou o efeito
do LPS das bactérias Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli, ambos
na concentragao 1 ug/ml, em células do foliculo dental (DFCs). O LPS de
E. coli aumentou a produgao de todas as citocinas estudadas (IL-113, IL-6,
IL-8). Enquanto o LPS de P. gingivalis induziu somente a expressao de IL-
8, sendo essa expressao significativamente menor que da outra bactéria.

A atividade da fosfatase alcalina também foi maior com a administragao
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do LPS de E. coli, porém, a mineralizacao foi inibida pelo LPS de ambas
espécies. Portanto, o LPS prejudicou a diferenciagdo dessas células.

Chang et al. (2006) avaliaram se a expressao de IL-13 e
TNF-a em células pulpares humanas estimulam a producdo de
prostaglandina E; (PGE,) e a expressao génica da ciclooxigenase (COX).
Durante o processo inflamatério e reparador, a PGE, € um importante
fator na regulacdo das fungdes das células pulpares. E a COX é
responsavel pela formagdo de importantes mediadores bioldgicos, entre
eles, a PGE,. Esses pesquisadores observaram que IL-13 e TNF-a
estimulam a producao de PGE,, e IL-113 estimula expressdao de RNAm da
COX-2, mas nao da COX-1. Também foi observado que a PGE; estimulou
a mobilizagao de calcio.

No estudo de Lertchirakarn et al. (1998), a IL-13 inibiu a
proliferacdo de fibroblastos da polpa, mas na presenca de indometacina
essa inibicdo foi menor. Indometacina € um antiinflamatério nao esteréide,
que age inibindo a producgao de prostaglandina. Assim, sugere-se que a
IL-13 € um mediador da sintese de prostaglandina e a proliferagcao celular
depende dessas substancias. A IL-13 também estimulou a sintese de
colageno tipo |, sugerindo que esta citocina atue no processo de reparo.

Paakkonen et al., em 2007, estudaram os efeitos do Fator
de Transformagao do Crescimento-Beta1 (TGF-31) no tecido pulpar e em
odontoblastos, com interesse nas citocinas pro-inflamatorias. Apdés o
tratamento com TGF-R1, foi induzida a liberagdo de IL-1qa, IL-1B3, IL-6, IL-
8. Podendo concluir que TGF-R1 é um potente regulador de respostas
pré-inflamatérias e defensivas do complexo dentino-pulpar.

Em 2012, Yang X et al. trataram células-tronco da polpa
dentaria humana (DPSCs) com IL-1, TNF ou os dois, por diferentes
periodos. Foram avaliadas proliferacdo celular, atividade da fosfatase
alcalina e expressdo de genes envolvidos na mineralizagao (incluindo
ALP, DSPP, DMP-1). Ap6s 3 dias de tratamento com citocinas, os

complexos célula-arcabougo (cell-scaffold) foram implantados no
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subcutdneo de camundongos por 8 semanas. E foi observado que o
tratamento de 3 dias induziu diferenciacdo odontogénica em DPSCs. A
analise histologica demonstrou que houve formagdo de tecido

mineralizado, especialmente quando ambas citocinas foram aplicadas.

2.4 Diferenciagao odontoblastica

Casagrande et al. (2010) mostraram que as células SHED
expressam os marcadores de diferenciacdo DSPP, DMP-1 e Matrix
Extracellular Phosphoglycoprotein (MEPE) quando cultivadas em fatias de
dentes com scaffolds (arcaboucgo) in vitro e in vivo com implantagao
subcutdnea em camundongos com imunodeficiéncia.

Em revisao de literatura, Suzuki et al. (2012) estudaram
os genes DSPP (Dentin Sialophosphoprotein) e DMP-1 (Dentin Matrix
Protein-1). Estes sdo proteinas altamente fosforiladas que pertencem a
familia das Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins
(SIBLINGS), e sao essenciais ao desenvolvimento adequado de tecidos
duros, como dentes e ossos. Estao localizados proximos um ao outro no
DNA, e apresentam estruturas génicas e protéicas similares. Entretanto,
DSPP afeta a mineralizacdo da dentina mais profundamente que DMP-1.
Ja o DMP-1 afeta a mineralizacdo 6ssea e controla niveis de fosfato
sérico, enquanto o DSPP nao possui efeito sistémico.

Em 2013, Gibson et al. realizaram um estudo in vivo, em
camundongos, e os resultados obtidos mostram que o gene DMP-1 regula
a expressao de DSPP no desenvolvimento do dente e osso alveolar. Mas
também sugerem que outras moléculas podem estar envolvidas nessa
regulagcédo, como DIx3.

Li et al. (2012) avaliaram o efeito do gene DIx3 na

proliferacao e diferenciacado odontoblastica de células da polpa dentaria



humana. O aumento da expressao de DIx3 diminuiu a proliferacao celular,
mas aumentou a diferenciacdo, promovendo formacdo de nddulos
minerais, aumento da atividade da fosfatase alcalina e da expressao de
genes relacionados a mineralizagado (DSPP, DMP-1, ALP, Nes).

Spoto et al. (2001) estudaram a atividade da fosfatase
alcalina em polpas normais, com pulpite reversivel e pulpite irreversivel.
Na polpa normal, houve pequena atividade da fosfatase alcalina na pré-
dentina. J& na polpa com pulpite reversivel, a atividade foi difusa no
estroma, e ndo houve atividade da enzima na camada odontoblastica. E
na pulpite irreversivel, a polpa apresentou um infiltrado inflamatério, com
muitos macréfagos e neutrofilos positivos para fosfatase alcalina. A
diferenca entre os grupos foi significativa, sendo a atividade da fosfatase
alcalina na pulpite reversivel quase oito vezes o valor em polpas normais.
Assim, a fosfatase alcalina tem papel na resposta inicial da polpa a

agressao.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento
de células-tronco SHED apds exposi¢cao ao LTA bacteriano, verificando
os efeitos na proliferacdo e metabolismo celular, atividade da fosfatase
alcalina, deposi¢ao de calcio, expressdo dos genes DSPP e DMP-1, e

liberagao das citocinas IL-13, IL-6, TNF-a.



4 MATERIAL E METODOS

As células-tronco utilizadas no presente estudo (SHED)
foram obtidas do banco de células da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos — UNESP. As culturas foram previamente estabelecidas
e caracterizadas, em estudo ja aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Instituicdo (Parecer 46420) (ANEXO).

4.1 Cultivo das células

Foram utilizadas células SHED entre a 5% e 92 passagem
(Figura 1). As células foram cultivadas em meio minimo essencial,
variagao alfa (a-MEM, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA) inativado por calor, 100 uM de acido ascorbico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1% de solugdo antibidtica-
antimicotica (Penicilina-Estreptomicina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), mostrados na Figura 2A. E foram mantidas em estufa (Thermo
Fisher Scientific Inc, Marietta, OH, EUA) a 37 °C, numa atmosfera umida
de 5% de CO,. As células foram cultivadas até atingir subconfluéncia
(80% de ocupacdao do frasco/placa), quando foram tripsinizadas e

subcultivadas. Todas as etapas estao descritas a seguir.



Figura 2 — Cultivo das células. A) Meio minimo essencial, variagéo alfa, suplementado
com 20% de soro fetal bovino, 100 yM de acido ascérbico e 1% de solugdo de
penicilina-estreptomicina; B) Tambor de nitrogénio liquido contendo tubos criogénicos
com células congeladas.
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4.1.1 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da
capela de fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas, SP, Brasil). Em um
frasco para cultura de células (garrafa 75 cm? — 270 ml, TPP,
Trasadingen, Suica), foram acrescentados 14 ml de meio alfa-MEM. Um
tubo criogénico contendo as células foi selecionado, e apds sua remogao
do tambor de nitrogénio liquido (Thermo Fisher Scientific Inc, Marietta,
OH, EUA) (Figura 2B), levado imediatamente para o banho-maria
(Petrodidatica, Guarulhos, SP, Brasil) para descongelamento. As células
foram removidas do tubo e levadas ao frasco com meio. A observacdo em
microscopio invertido de fase (Leica Microsystems, Mannheim, Alemanha)

foi realizada para confirmar a presenga de células (Figura 3A). O frasco foi

mantido em estufa a 37 °C, numa atmosfera umida de 5% de CO, (Figura
3B).

Figura 3 — Descongelamento de SHED. A) Microscopia de fase (20x). Confirmacéo da
presenca de células no frasco antes da incubacdo em estufa para o crescimento celular;
B) Frasco contendo células SHED em meio alfa-MEM incubados em estufa a 37 °C,
numa atmosfera umida de 5% de CO,.
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4 .1.2 Troca de meio

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Para isso,
todo meio foi removido do frasco e as células foram lavadas com solugao
salina tamponada - PBS (Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, 15
ml de meio novo foram adicionados ao frasco e novamente levado a

estufa.

4.1.3 Subcultivo

Quando as células cultivadas atingiram 80% de
ocupacao do frasco (Figura 4A), foi realizado o procedimento de
subcultivo. Desta forma, as células foram passadas de um frasco para
dois ou mais.

O meio de cultura presente no frasco foi removido e
as células foram lavadas com PBS. Foram acrescentados 2,5 ml de
tripsina-Edta 0,25% (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), deixando 5 min em
estufa, para destacar as células do fundo do frasco. Em seguida, 2,5 ml
de meio foram adicionados sobre a tripsina para neutralizagdo. O volume
total foi levado em tubo Falcon (TPP, Trasadingen, Suica) para centrifuga
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) durante 5 min a 500 G. Assim, foi
obtido um sedimento de células (pellet) no fundo do tubo (Figura 4B), e o
sobrenadante foi desprezado. As células foram suspendidas em 1 ml de
meio para cada novo frasco. E em cada novo frasco foram acrescentados
14 ml de meio novo e 1 ml de células. Os frascos foram mantidos em

estufa.
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Figura 4 — Subcultivo. A) Microscopia de fase (20x). Subconfluéncia — 80% de ocupagao
das células SHED no frasco; B) Pellet de células SHED no fundo de tubo Falcon, obtido
apos centrifugacao durante o procedimento de subcultivo celular.

4.1.4 Plaqueamento

Apods atingirem subconfluéncia no frasco, foi realizado o
plaqueamento das células em placas de 96 e de 24 pogos de acordo com
cada ensaio. Para isso, foram realizados os mesmos passos do subcultivo
até obtencgao do pellet.

Assim, o meio de cultura presente no frasco foi removido
e as células foram lavadas com PBS. Foram acrescentados 2,5 ml de
tripsina-Edta 0,25%, deixando 5 min em estufa, para destacar as células
do fundo do frasco. Em seguida, 2,5 ml de meio foram adicionados sobre
a tripsina para neutralizagdo. O volume total foi levado em tubo Falcon
para centrifuga durante 5 min a 500 G. Dessa forma, foi obtido um pellet
no fundo do tubo, e o sobrenadante foi desprezado.

Para placas de 24 pogos (TPP, Trasadingen, Suica), o
pellet foi ressuspenso em meio de cultivo no volume total a ser utilizado
na placa, ja que as células foram observadas nos pocos até atingirem
subconfluéncia. E 400 pl foram adicionados a cada pogo (Figura 5).
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Para placas de 96 pogos (TPP, Trasadingen, Suica), o
pellet foi ressuspenso em 5 ml de meio e seguiu-se a contagem das
células. Em camara de Neubauer (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) (Figura 6A),
observando no microscépio invertido de fase, foram contadas as células
nos quadrilateros periféricos. Para obtencao da quantidade de células por

ml de meio de cultivo, foi utilizada a férmula:

C x 10* = n° células/ml

Onde C corresponde a média da quantidade de células
encontradas nos quadrilateros periféricos. Assim, foi padronizada a
quantidade de 5000 células por pogo. Foram adicionados 100 pyl em cada
poco da placa (Figura 6B).

Apods o plagueamento, SHED foram mantidas em estufa.

Figura 6 — Plagqueamento. A) Camara de Neubauer, utilizada para contagem de células;
B) Cultivo decélulas SHED em placa de 96 pogos.
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4.2 Grupos experimentais

Nos experimentos, as culturas celulares foram submetidas
a todos os ensaios. E cada experimento constituido por um grupo controle
negativo, no qual as células ndo receberam tratamento, um grupo de
controle positivo, no qual as células foram tratadas com os indutores de
mineralizacédo (IM) suplemento de dexametasona e [-glicerolfosfato
(Lonza, Walkersville, MD, EUA), e grupos com células tratadas por acido
lipoteicdico (LTA) da bactéria Enterococcus faecalis (L4015, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), em ambas as situagcbes (com e sem
suplementos de mineralizagéo). A divisdo dos grupos experimentais pode

ser visualizada no Quadro 1.

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais

Sem indutores de Com indutores de
Grupos . o . .
mineralizagao mineralizagao
Sem LTA (Controles) Negativo Positivo
ComLTA LTA LTA+IM

O LTA bacteriano foi aplicado sobre as células no meio de
cultura. Os meios foram renovados a cada 2 dias. Apdés os periodos
experimentais, as células foram coletadas e processadas conforme os
protocolos descritos a seguir. Todas as reagdes foram realizadas em
duplicata em dias diferentes para assegurar a confiabilidade e

reprodutibilidade dos resultados.
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4.3 Ensaio XTT

A contagem de células foi realizada antes do
plagueamento para padronizagcao de 5000 células por poco. As células
cultivadas em placas de 96 pocgos foram tratadas com LTA nas diferentes
concentragdes: 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml e 1 pg/ml. Assim, foram
avaliados 5 grupos no total, incluindo grupo controle (células sem
tratamento). As células foram cultivadas por periodos de 24,48 e 72 h.

A solugdo de XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) foi preparada seguindo a
proporcao: 158 ul de PBS, 40 pl de XTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) preparado e 2 pl de menadiona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA).

Apos os periodos, cada pogo foi lavado com 200 pl de
PBS, e adicionado 200 ul da solugéo de XTT. A placa foi embalada em
papel aluminio para ndo ser exposta a luz, e incubada em estufa de 5%
de CO; a 37 °C durante 3 h. Em seguida, foi realizada leitura da
absorbancia (Figura 7) em espectrofotdbmetro (Biotek, Winooski, VT, EUA)
a 490 nm.

Figura 7 — Placa contendo solugéo de XTT, para leitura da absorbancia.
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4.4 Ensaio SRB

Assim como no ensaio XTT, a contagem de células foi
realizada antes do plaqueamento para padronizacdo de 5000 células por
poco. As células cultivadas em placas de 96 pocos foram tratadas com
LTA em diferentes concentragdes: 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml e 1 pg/ml.
Sendo avaliados 5 grupos no total, incluindo grupo controle (células sem
tratamento). As células foram cultivadas por periodos de 24,48 e 72 h.

Apos os periodos, cada pogo foi lavado com 100 pl de
PBS, as células fixadas com acido tricloroacético 10% (Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda, Diadema, SP, Brasil) e mantidas em geladeira a 4
°C durante 1 h. Em seguida, a placa foi lavada em &agua corrente e
totalmente seca em estufa.

A marcacao das proteinas celulares foi realizada com 50
Ml da solugdo de SRB 0,4% (sulforhodamide B) em acido acético 1% por
poco (Figura 8A). Apdés homogeneizar em agitador, as placas foram
mantidas por 1 h em temperatura ambiente.

Os pogos foram lavados com acido acético 1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para remover o corante nao ligado, e
novamente secos em estufa. As células foram observadas em
microscopio invertido de fase. A solubilizagdo do SRB ligado foi feita com
100 pl de Tris-base 10 mM em cada pogo e homogeneizado no agitador
de placas (Figura 8B). Por fim, a leitura da absorbancia (Figura 8C) foi

realizada em espectrofotdmetro a 570 nm.
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Figura 8 — Ensaio SRB. A) Marcagao das proteinas celulares de SHED com solugéo de
SRB 0,4%; B) Solubilizagdo do SRB com Tris-base 10 mM em agitador de placas; C)
Placa contendo SRB para leitura da absorbancia.

4.5 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)

A contagem de células foi realizada antes do
plaqueamento para padronizagao de 5000 células por pogo. Devido aos
resultados apresentados pelos testes anteriores, as células cultivadas em
placas de 96 pocos foram tratadas com LTA em maiores concentragdes:
20 ng/ml, 200 ng/ml, 2 pg/ml e 20 pg/ml. Cada grupo foi tratado sem e
com indutores de mineralizagdo. Assim, foram avaliados 10 grupos no
total (Figura 9), incluindo controle negativo (células sem tratamento) e
positivo (células sem tratamento, com IM). As células foram cultivadas
pelo periodo de 3 dias.

Apobs o periodo de incubagao das células em contato com
o LTA, a atividade da fosfatase alcalina foi mensurada de acordo com o
protocolo do fabricante do kit (Abcam, Cambridge, MA, EUA).
Primeiramente as células foram lavadas com PBS. Em seguida
adicionados 80 ul da solugado tampao de ALP em cada pocgo e realizada
raspagem da monocamada.

Foi preparada uma solugdgo 5 mM de pNPP (p-
Nitrophenyl-phosphate), onde 2 tabletes de pNPP foram dissolvidos em
um tubo Falcon contendo 5,4 ml da solugdo tampao de ALP. Essa mistura
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foi realizada e mantida em gelo. Cada pog¢o contendo as amostras
recebeu 40 pl da solugao preparada de pNPP.

A placa foi embalada em papel aluminio para nido ser
exposta a luz, e incubada a 25°C durante 60 min. Apds esse periodo,
foram adicionados 20 ul da solugdo de parada (stop solution 1X 10ml) em
cada pocgo. Durante a incubagao, a solugdo de pNPP reagiu com a ALP
liberada pelas células. E a reacao foi lida em espectrofotdbmetro a 405nm
(Figura 10).

Figura 9 — Células SHED cultivadas em placa de 96 pogos, sendo cada coluna (n = 4
pogos) utilizada para um grupo.

Figura 10 — Placa para leitura da absorbancia da atividade da fosfatase alcalina.



4.6 Analise da deposigao de calcio (Ensaio de Alizarin Vermelho)

As células foram cultivadas em placas de 24 pogos e apds
atingirem subconfluéncia, foram tratadas com LTA na concentragédo 200
ng/ml, sem e com indutores de mineralizagdo (Figura 11). Com os
resultados dos testes anteriores, foi selecionada somente uma
concentragdo de LTA. O controle negativo consistiu em células sem
tratamento e o positivo, células sem tratamento, mas com IM. As células
foram cultivadas pelos periodos de 3, 7 e 14 dias.

A analise visual de zonas de mineralizacdo na
monocamada de células foi realizada por meio do corante de alizarin
vermelho. Para isso, o meio de cultivo de cada poco foi aspirado, com o
cuidado de nado aspirar as células. A lavagem foi realizada
cuidadosamente com 200 uyl de PBS. As células foram fixadas em
paraformaldeido 4% (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
em temperatura ambiente durante 60 min (Figura 12A). Em seguida, as
células fixadas foram lavadas duas vezes seguidas, com 200 ul agua
deionizada por pogo, a fim de retirar a substancia fixadora anterior.

Apds remover a agua, a monocamada foi recoberta com
200 pl de solugédo de alizarin vermelho em cada pogo (Figura 12B). A
placa foi incubada em temperatura ambiente por 20 a 30 min. Em
seguida, o excesso de corante foi removido e os pogos lavados com agua
deionizada até a retirada de todo corante nao ligado. Finalmente, foram
adicionados 200 pl de agua deionizada em cada pogo para prevenir a
desidratacdo celular (Figura 12C), e as células foram observadas e
fotografadas em microscopio invertido de fase.

A avaliagcdo das células contendo zonas de deposig¢ao de
calcio coradas pela solugao do corante de alizarin vermelho foi realizada

qualitativamente.
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Figura 11 - Células SHED cultivadas em placa de 24 pogos, sendo cada coluna (n = 2
pocos) utilizada para um grupo.

833

FRC

Figura 12 — Ensaio de Alizarin Vermelho. A) Fixacdo das células em paraformaldeido
4% em temperatura ambiente durante 60 min; B) Monocamada recoberta com solugcéo
de alizarin vermelho, e mantida em temperatura ambiente por 20-30 min; C) Apds
lavagem dos pogos com agua deionizada, a placa pdde ser observada em microscopio
invertido de fase.

4.7 Reagoes de PCR

As células foram cultivadas em placas de 24 pogos e apos
atingirem subconfluéncia, foram tratadas com LTA na concentragao 200
ng/ml, sem e com indutores de mineralizagcdo. O controle negativo
consistiu em células sem tratamento e o positivo, células sem tratamento,
mas com IM. As células foram cultivadas pelos periodos de 3, 7 e 14 dias.

As reacgbes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram
realizadas para avaliar a expressdo dos genes DSPP e DMP-1 (Quadro

2), seguindo o protocolo abaixo.
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4.7.1 Extracdo do RNA

As células foram lavadas com PBS e foi adicionado a
cada pogo trizol (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Com
um raspador de células, todo o conteudo foi misturado e levado a um
eppendorf. Em seguida, foi realizado o armazenamento em trizol, em
freezer a -80 °C (Thermo Fisher Scientific Inc, Marietta, OH, EUA).

Apos breve homogeneizagédo, foram adicionados 250 pl
de cloroformio para cada 1 ml de trizol utilizado, os tubos agitados em
vortex e mantidos durante 3 min a temperatura ambiente. Os tubos foram
levados a centrifuga (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 10.000 G,
durante 15 min a 4 °C e a fase aquosa (Figura 13A) foi coletada. Esta fase
aquosa foi levada para outro tubo e foi acrescentado 250 ul de
isopropanol, homogeneizado e mantido durante 10 min a temperatura
ambiente. Apds nova centrifugacdo a 10.000 G durante 10 min a 4 °C, o
sobrenadante foi desprezado, e o precipitado (Figura 13B) lavado com
500 pl de alcool etilico 75% (Reagentes Analiticos ECIBRA, Campinas,
SP, Brasil), e entdo centrifugado a 5.000 G durante 5 min a 4 °C. Apos
remogao do alcool, os tubos permaneceram abertos por 2-3 min para
secagem. Entdo foram acrescentados 20 ul de agua DEPC (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), todo o conteudo homogeneizado,
e os tubos foram armazenados em freezer a -80 °C.

A quantidade de RNA obtida foi verificada através de
leitura em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, DE, EUA). Para a calibragem do aparelho, foi
inserido 0,5 pl de agua DEPC, em seguida 0,5 pl das amostras de RNA
para a quantificacdo. Buscou-se nesta fase, RNA suficiente e valores de
Azs0/280 ~2.0 (pureza da amostra).

As amostras foram tratadas com DNase para eliminar

possiveis contaminagdes com DNA gendmico antes da retrotranscrigao.
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Para isso, foi utilizado o kit DNase | (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). Para cada amostra foram inseridos 1 uyg do RNA, 1
pl de DNase reaction buffer e 1 pl de DNase amplification grade, e agua
DEPC até completar 10 ul de volume total. Apés 15 min em temperatura
ambiente, foi acrescentado 1 pyl de EDTA 25 mM para inativar a reagao.
Os tubos foram levados ao termociclador (Life Pro Termal Cycler, Bioer,
Bianjing, Hangzhou, China) por 10 min a 65 °C. E os tubos foram

novamente armazenados em freezer a -80 °C.

4.7.2 RT PCR (Obtencao dos cDNAs)

Para a obtengdo de cDNA (DNA complementar) pela
técnica do RT-PCR (transcrigao reversa da reagdao em cadeia polimerase)
foi utilizado o kit de enzima Superscript Ill, First Strand Synthesis
Supermix (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Assim,
foram adicionados: 10 ul de RT Reaction mix, 2 pyl de RT Enzyme Mix, 3
Ml de agua DEPC e 5 pyl de RNA. Os tubos foram levados ao
termociclador, a 25 °C por 10 min, seguido de 50 °C por 30 min e 85 °C
por 5 min (Figura 13C). Em seguida, foram levados ao gelo, acrescentado
1 ul de E. coli RNase H a cada tubo e incubado a 37 °C por 20 min. Os

cDNAs obtidos foram armazenados em freezer a -20 °C.

4.7.3 Amplificacdo por PCR

Os cDNAs foram amplificados pela técnica de PCR
através de iniciadores especificos para os diferentes genes estudados. Os

iniciadores utilizados foram desenhados utilizando-se o programa Gene
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Tool 1.0 (Bio Tools Incorporated, Alberta, Canada). As reagdes foram
realizadas com 1 pl de cDNA, iniciadores senso e anti-senso, buffer e
agua destilada/autoclavada (H.0dd) perfazendo um total de 25 pl por
reacao. A ciclagem térmica foi realizada usando um protocolo com 35-40
ciclos, com temperaturas e tempos apropriados para denaturacéo,
anelamento e extensado. Para cada reacado de PCR, foi utilizado ainda 1
controle negativo (omissdo do cDNA) além da amplificagcdo com o gene
constitutivo GAPDH, a fim de confirmar a possibilidade de amplificacao
dos cDNAs utilizados. Os produtos do PCR foram corados com SYBR
safe DNA gel stain e analisados em gel de agarose 2% (Figura 14) sob
luz ultravioleta em transiluminador (E-gel Imager, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA).

Quadro 2 — Sequéncia dos primers utilizados no ensaio de PCR

GenBank
Reference

DSPP | 5-cacaagggagaagggaatgg-3’ 5’-tgccatttgctgtgatgttt-3’ 181 | NM_014208

Gene Senso Antisenso bp

DMP-1 | 5-caggagcacaggaaaaggag-3’ | 5-ctggtggtatcttgggcact-3° | 213 | NM_004407

GAPDH | 5-gaccccttcattgacctcaact-3° | 5’-caccaccttcttgatgtcatc-3' | 684 M33197
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Figura 13 — Reagdes de PCR. A) Separacéao de fases apos centrifugagao para coleta da
fase aquosa; B) Precipitado de RNA obtido apds centrifugacdo; C) Tubos levados ao
termociclador para obtengcdo de cDNA.

Figura 14 - Produtos do PCR corados para analise em gel de agarose 2%.
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4.8 ELISA

As células foram cultivadas em placas de 24 pogos e apds
atingirem subconfluéncia, foram tratadas com LTA na concentracdo 200
ng/ml, sem e com indutores de mineralizacdo. O controle negativo
consistiu em células sem tratamento e o positivo, células sem tratamento,
mas com IM. As células foram cultivadas pelos periodos de 3, 7 e 14 dias.

Apoés os periodos de incubacao das células, foi detectada
e quantificada a concentracdo das citocinas IL-13, IL-6, TNF-a.
Primeiramente o sobrenadante das células foi coletado e armazenado em
microtubos, conservados a -80 °C.

Os testes ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
foram executados de acordo com o protocolo do fabricante dos kits das
citocinas (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Inicialmente, as placas
de 96 pocgos (Global Plast, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram sensibilizadas.
Em recipiente acrescentou-se 55,56 pl do anticorpo de captura e PBS,
totalizando 10 ml, e em cada poco foi acrescentado 100 ul. A placa foi
deixada na bancada até o dia seguinte.

No segundo dia, foi feita lavagem dos pogos com 300 ul
de solucéo tampao (980 ml agua destilada + 20 ml Wash Buffer), 3 vezes
seguidas. Apds remogao do excesso da solugdo, foram acrescentados
300 ul da solugao de bloqueio (100 ml PBS + 1g BSA) em cada pogo, e
aguardou-se 1 h. Em seguida, foi realizada nova lavagem dos pogos com
300 pl de solugao tampédo, 3 vezes seguidas. E 100 uyl das amostras
foram acrescentados em cada pog¢o, em duplicata para cada grupo
(Figura 15A). A curva padrao foi realizada nas duas primeiras colunas da
placa.

Apos um periodo de 2 h, foi realizada nova lavagem dos
pogos com 300 ul de solugdo tampao, 3 vezes seguidas. Em recipiente

acrescentou-se 55,56 ul do anticorpo de detecgcdo e PBS, totalizando 10
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ml, e 100 pl foi acrescentado em cada pocgo. Apds 2 h, foi realizada nova
lavagem dos pog¢os com 300 pl de solugdo tampéo, 3 vezes. Em seguida,
100 pl de streptavidina foram acrescentados a cada pogo e a placa
encoberta com papel aluminio para n&o ser exposta a luz, e aguardou-se
um periodo de 20 min. Nova lavagem dos pogos foi realizada com 300 pl
de solugédo tampéo, 3 vezes seguidas. Foram acrescentados 100 ul da
solugado A + B, e a placa novamente protegida com papel aluminio por 20
min. Foram acrescentados 50 ul de stop (acido sulfurico 2N) em cada
poco (Figura 15B). Por fim, a leitura da absorbancia foi realizada em

espectrofotometro a 450 nm.

Figura 15 — ELISA. A) Amostras em duplicata na placa para ELISA, e curva padr&o nas
duas primeiras fileiras da placa; B) Adicao do stop para parar a reagao, com mudanca
de cor, e realizar a leitura em espectrofotdmetro.

4.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos nos testes XTT, SRB, atividade da
fosfatase alcalina e ELISA foram submetidos a analise estatistica por
ANOVA - Analise de Variancia (2 fatores) complementada pelo teste de

Tukey a nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADO

5.1 Ensaio XTT

Os dados obtidos no ensaio XTT foram normalizados,
suas meédias e desvio padréo (dp) estdo representados na Tabela 1. Foi
observado um aumento no metabolismo celular com o tempo, como pode
ser observado na Figura 16. No periodo de 24 h, o grupo do LTA 1 ng/ml
apresentou metabolismo estatisticamente maior que os demais grupos,

incluindo o grupo controle.

Metabolismo Celular - XTT

4
3,5
E 3
=
82’5 e T
o)
g 2 @ 1ng/ml
% 15 10ng/mi
s @ 100ng/ml
=1 @1 pg/ml
0,5
O T T 1

24h 48h 72h
Tempo (horas)

Figura 16 — Curva do metabolismo celular das células SHED nos diferentes periodos
experimentais.



Tabela 1 - Média (£ desvio padréo) dos dados normalizados obtidos no

ensaio XTT
Concentracao (ng/ml) linha
Tempo média +
PO | Controle 1 10 100 1000 | ¢ o)
24 h 1+0,03 1,28+0,05 1,02+0,03 0,97+0,04 0,93+0,04 1,04+0,14
48 h 1,73+0,06 1,79+0,22 1,65+0,05 1,70+0,07 1,56+0,90 1,69+ 0,09
72h 292+048 266+020 2,81+0,14 260+0,23 283+0,15 2,76+0,13

5.2 Ensaio SRB

Os dados obtidos no ensaio SRB foram normalizados,
suas meédias e desvio padrdo estdo representados na Tabela 2. Foi
observado um aumento na proliferagcdo celular com o tempo, como
ilustrado na Figura 17. Esse crescimento também pode ser visualizado
pelas imagens obtidas no microscopio invertido de fase, apds aplicagao
do corante SRB, como observado nas Figuras 18, 19 e 20.

Em todos os periodos do experimento, ndo houve

diferenga estatistica significante entre os grupos testados.

Tabela 2 - Média (£ desvio padrao) dos dados normalizados obtidos no
ensaio SRB

Concentragao (ng/ml) linha
fin +
TemPo | controle 1 10 100 1000 (mz‘;')a *
24 h 140,28 0,81+0,16 0,80+0,12 0,71+0,12 0,62+0,08 0,79+0,14
48 h 1,21+0,14 1,490,222 1,57+0,03 1,46+0,19 1,34+0,06 1,41x0,14
72h 255+0,22 254033 249+0,16 2,32+0,17 2,29+0,37 2,46+0,10
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Figura 17 — Curva da proliferagéo celular das células SHED nos diferentes periodos
experimentais.
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Figura 18 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do grupo controle coradas com
SRB, do periodo de 24 h.
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Figura 19 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do grupo controle coradas com
SRB, do periodo de 48 h.

Figura 20 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do grupo controle coradas com
SRB, do periodo de 72 h.
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5.3 Atividade da fosfatase alcalina

Os resultados dos ensaios de proliferagao celular nao
apresentaram diferengas significantes entre as diferentes concentragbes
de LTA. Assim, para o teste da atividade da fosfatase alcalina, foram
utilizadas maiores concentragdes de LTA.

Os dados obtidos no teste da atividade da fosfatase
alcalina foram normalizados segundo uma curva padrao, representada na
Figura 21. As médias e desvio padrao estao representados na Tabela 3 e
ilustrados na Figura 22.

Nos grupos sem indugao da mineralizagao, observou-se
uma diferencga estatisticamente significante entre o controle e os grupos
LTA 20, LTA 200, LTA 2000 e LTA 20000, havendo aumento da atividade
da fosfatase alcalina para estes.

Uma comparacgao feita entre os grupos sem e 0s com
inducdo da mineralizacdo, mostra que os primeiros apresentaram maior
atividade da fosfatase alcalina. Ja entre os grupos com indutores da
mineralizacdo, nado houve diferenca estatistica significante entre o

controle positivo e os grupos expostos ao LTA.

Tabela 3 - Média (+ desvio padréo) dos dados normalizados obtidos no
teste da atividade da fosfatase alcalina

Concentragao (ng/ml)

Meios

Controles | 20 | 200 2000 | 20000

o-MEM 2,37 +0,29 4,39+0,84 5,18+0,80 3,96 +0,27 4,59 +0,52
M 201+098 139+0,54 222+0,65 1,85+0,69 1,81+1,25

54



Curva Padrao ALP
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Figura 21 — Curva Padrao da atividade da fosfatase alcalina.
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Figura 22 — Comparacao da atividade da fosfatase alcalina dos grupos controle negativo
(sem tratamento das células) e positivo (sem tratamento das células e com indutores da
mineralizagdo), e dos grupos experimentais (com exposicdo ao LTA bacteriano em
diferentes concentragbes) sem (a-MEM) e com indutores da mineralizagdo (IM).
Simbolos semelhantes indicam ndo haver diferengas estatisticas entre os grupos (*, #).
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5.4 Analise da deposicao de calcio (Ensaio de Alizarin Vermelho)

As imagens obtidas das células de cada grupo e cada
tempo experimental estdo ilustradas nas Figuras 23 a 28. Os grupos com
indutores de mineralizagcdo apresentaram mais deposi¢cao de calcio,
comparados aos grupos sem IM.

Apos 3 dias de cultivo celular, os grupos tratados com
LTA bacteriano apresentaram mais zonas de calcificagdo em relacao aos
grupos controle. E nos periodos de 7 e 14 dias, os grupos controle e
grupos expostos ao LTA foram semelhantes, principalmente os controles
positivos e os grupos LTA 200 + IM de cada periodo, ou os grupos
tratados com LTA apresentaram menos deposi¢cdo de calcio em relagao
ao controle de mesmo meio, principalmente os controles negativos e os

grupos LTA 200 de cada periodo.

Figura 23 — Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 3 dias, coradas
com alizarin vermelho. A) Controle negativo; B) controle positivo.
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Figura 24 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 3 dias, coradas com
alizarin vermelho. A) LTA 200 ng/ml; B) LTA 200 ng/ml + IM.

Figura 25 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 7 dias, coradas com
alizarin vermelho. A) Controle negativo; B) controle positivo.

Figura 26 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 7 dias, coradas com
alizarin vermelho. A) LTA 200 ng/ml; B) LTA 200 ng/ml + IM.
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Figura 27 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 14 dias, coradas
com alizarin vermelho. A) Controle negativo; B) controle positivo.

Figura 28 - Microscopia de fase (20x). Células SHED do periodo de 14 dias, coradas
com alizarin vermelho. A) LTA 200 ng/ml; B) LTA 200 ng/ml + IM.

5.5 Reagoes de PCR

Os resultados das reacbes de PCR para os genes
GAPDH, DSPP e DMP-1 estao representados na Figura 29. Todos os
grupos testados expressaram o gene constitutivo GAPDH. Os grupos
também apresentaram expressdo dos genes DSPP e DMP-1, sendo um
pouco maior a expressao de DMP-1 pelas células SHED. Também houve

maior expressao dos genes nos grupos com indutores da mineralizagao.
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Figura 29 - PCR dos grupos do periodo de 14 dias: controle negativo (células sem
tratamento), positivo (células tratadas com indutores da mineralizagdo), LTA 200 e LTA
200 + IM, respectivamente, para os genes GAPDH, DSPP, DMP-1.

5.6 ELISA

A partir da curva padrao obtida para cada citocina, os
dados foram normalizados e suas médias e desvio padrao podem ser
observados na Tabela 4.

A curva padrao da IL-13 pode ser observada na Figura
30. A expressao desta interleucina pelos diferentes grupos nos diferentes
periodos experimentais é visualizada na Figura 31. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os controles e os grupos do LTA, sem e
com indutores da mineralizagdo. Os periodos também mostraram
quantidades semelhantes de IL-1R.

A Figura 32 mostra a curva padrao da IL-6, e a Figura 33
o grafico da expressdao desta pelos grupos nos trés periodos
experimentais. A concentragao de IL-6 foi expressiva, havendo diferencas
entre grupos e periodos.

Apos 3 dias, houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos sem e com indugcao da mineralizagdo. Assim, a expressao
de IL-6 foi maior nos grupos controle negativo e LTA 200, sem diferenca
entre eles, e menor no controle positivo e LTA 200 + IM, sem diferenca

entre eles. Ja no periodo de 7 dias, o grupo de células expostas ao LTA
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sem indutores da mineralizacdo, apresentou maior liberacdo de IL-6
comparado aos demais grupos. E em 14 dias, seguiu-se o padréo de
diferencas do primeiro periodo, os grupos sem indugado da mineralizagéo
apresentaram maior expressao da IL-6.

Na comparacgao entre os periodos testados, a expressao
de IL-6 pelos grupos com indutores da mineralizagao foi similar, enquanto
pelos grupos sem indutores diferiu. A maior liberagado desta citocina pelo
grupo controle negativo foi no periodo de 3 dias, seguido de uma redugao
nos outros periodos. O grupo LTA 200 também teve maiores resultados
no periodo de 3 dias, ja apos 7 e 14 dias, ndo houve diferengas.

Para TNF-a, a curva padrao pode ser visualizada na
Figura 34 e o gréafico de sua expressao pelos grupos na Figura 35. Assim
como para IL-13, ndo houve diferenga estatistica entre os controles e os

grupos do LTA, sem e com IM, e entre os periodos.

Tabela 4 - Média (£ desvio padrao) dos dados normalizados obtidos no
teste ELISA para as citocinas a) IL-13; b) IL-6; ¢) TNF-a

a) IL-113
Tempo Grupos
Controle - Controle + LTA200 |LTA200+IM
3 dias 0,73 £ 0,01 0,72+0,12 0,89 +0,08 | 0,85+ 0,05
7 dias 0,90 £ 0,03 0,89 £ 0,03 0,72+0,08 | 0,82 +0,05
14 dias 0,77 £ 0,01 0,72+0,10 0,86 £+0,09 | 0,81 £0,01
b) IL-6
Tempo Grupos
Controle - Controle + LTA200 |[LTA200+IM
3 dias 3,11 +0,17 1,12 £ 0,01 3,39+0,33 | 1,10 £ 0,01
7 dias 1,26 £ 0,04 1,09+ 0 2,34 +£0,11 | 1,09 +0,01
14 dias 2,42 £ 0,06 1,14 £ 0,02 2,18+0,16 | 1,09 + 0,01
c) TNF-a
Tempo Grupos
Controle - Controle + LTA200 |LTA200+IM
3 dias 1,22 £0,10 1,32 £ 0,09 1,20+ 0,03 | 1,02+0,12
7 dias 1,35+0,19 1,59 + 0,46 1,01 £0,03 | 1,30 + 0,06
14 dias 1,02+0 1,18 £ 0,08 0,93+0,19 | 1,11 +0,38
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Figura 31 — Comparagdo da expressdo de IL-13 pelos grupos experimentais nos
diferentes periodos.
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6 DISCUSSAO

O A&cido lipoteicéico € um fator de viruléncia de
bactérias Gram-positivas, como Enterococcus faecalis (Tian et al., 2013).
Essa bactéria esta presente em infeccbes endodénticas, invadindo
tubulos dentinarios de forma que pode n&o sofrer acdo do preparo
biomecénico do canal e da medicacdo utilizada (Sedgley et al., 2005).
Assim, apresenta resisténcia a materiais usados no tratamento
endodéntico, estando associada a casos de infecgcbes persistentes e
insucessos (Kayaoglu, Qrstavik, 2004).

LTA de E. faecalis estimula a liberacdo de diversos
mediadores inflamatorios (Kayaoglu, Qrstavik, 2004), e esta envolvido
na formacédo de biofiilme e na adesdo a estrutura dentaria (Tian et al.,
2013). Porém pouco se sabe sobre o efeito deste componente bacteriano
sobre uma terapia regenerativa da polpa. Para aplicacdo clinica de
células-tronco da polpa dentaria, € importante saber os efeitos do LTA na
proliferacdo, expressao génica, funcdo e liberacdo de mediadores
inflamatorios.

O crescimento das células SHED foi avaliado pelos testes
XTT e SRB. O metabolismo celular foi mensurado pelo XTT, baseado na
atividade mitocondrial de células metabolicamente ativas. E a proliferacao
celular também foi analisada pelo teste SRB, determinando os niveis de
proteinas correlacionadas ao numero de células.

As células tratadas com diferentes concentragbes de
LTA bacteriano nao apresentaram diferencas no crescimento celular pelos
testes usados. Somente a concentragdo de 1 ng/ml teve um pequeno

aumento no metabolismo das células no periodo inicial.



Essa semelhanga nos crescimentos celulares apos
exposicao a diferentes concentragcbes de LTA também foi observada em
células-tronco mesenquimais (MSCs) utilizando o teste XTT (Mo et al.,
2008). Em células da medula precursoras de osteoclasto (BMM) expostas
a LTA também nado houve alteracéo na viabilidade celular (Yang J et al.,
2009). Tian et al. (2013) observaram nao haver diferencas na proliferacdo
de osteoblastos MG63 quando expostos a baixas concentragcdes de LTA,
porém doses elevadas deste (entre 20 e 100 pg/ml) causaram inibigao do
crescimento. O LTA bacteriano em altas doses (0,01 a 1 mg/ml) também
inibiu a proliferagao de células da polpa dentaria humana (Wang PL et al.,
2001). Porém, essas altas doses de componentes bacterianos n&o foram
usadas nesse estudo.

O potencial de diferenciacdo das células SHED
associado ao processo de mineralizacao foi avaliado pela expressao dos
genes DSPP e DMP-1, e analisado funcionalmente pelo ensaio
enzimatico da atividade da fosfatase alcalina e pela deposi¢ao de calcio
no ensaio de alizarin vermelho.

A atividade da fosfatase alcalina é importante na
formacéao de tecidos mineralizados (Spoto et al., 2001). As células SHED
demonstram atividade desta enzima (Lee et al., 2011). E no presente
estudo, essas células apresentaram atividade da fosfatase alcalina em
todas as condi¢cbes experimentais, sem e com indugéo da mineralizagao,
e apos exposi¢cao ao LTA bacteriano.

O periodo de tratamento das células escolhido foi de
3 dias, pois observa-se laboratorialmente que a atividade da fosfatase
alcalina apresenta picos. Assim, o periodo nao seria um fator
determinante no estudo, ja que poderia levar a uma falsa conclusao. Isso
também pode explicar a diferenga entre os grupos com e sem indutores
da mineralizagao. Pois os grupos com indugao podem ter apresentado o

momento de menor atividade da enzima no experimento.
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Nos grupos sem tratamento de indutores da
mineralizagdo, houve um aumento da atividade da fosfatase alcalina em
células expostas ao LTA. Mo et al. (2008) avaliaram o efeito do LTA e
LPS bacterianos em células-tronco mesenquimais, e somente as maiores
doses de LPS usadas aumentaram a atividade enzimatica, LTA n&o teve
efeito significante. O LPS também aumentou a atividade da fosfatase
alcalina em células do foliculo dental (DFCs) como demonstrado por
Morsczeck et al. (2012). Porém essas diferengas entre os estudos s&o
justificadas pelos diferentes tipos de células e componentes bacterianos
usados.

Houve deposicido de calcio pelas células SHED. Este
resultado esta em concordancia com os estudos de Miura et al. (2003) e
de Wang X et al. (2012), nos quais SHED foram tratadas com meio
indutor da mineralizacdo durante 4 semanas e 14 dias, respectivamente,
apresentando calcificagdes coradas por alizarin vermelho.

A deposicdo de calcio por células-tronco
mesenquimais (MSCs) apds indugdo da mineralizacdo ou exposigao a
componentes celulares bacterianos por periodos de 3, 10 e 14 dias,
mostrou que o LTA nao teve efeito significante em curto e longo prazo
(Mo et al., 2008). Morsczeck et al. (2012) utilizaram o ensaio de alizarin
vermelho para células do foliculo dental (DFCs), e apds exposi¢ao a LPS
houve inibicdo da mineralizacao.

O resultado apresentado pelo ensaio de alizarin
vermelho mostrou mais deposi¢cao de calcio nos grupos tratados com IM,
comprovando o efeito de mineralizagdo deste meio. Em curto prazo, as
células expostas a LTA tiveram mais zonas de calcificagdo, o que
concorda com os resultados da atividade da fosfatase alcalina. E em
longo prazo, pelos periodos de 7 e 14 dias, as células tratadas com LTA
foram semelhantes ou tiveram menos minerais, quando comparadas as
células nao tratadas. Assim, o LTA bacteriano na concentracéo utilizada,

estimulou inicialmente a mineralizagdo, porém esse efeito mineralizante
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nao foi sustentado com o tempo. Uma comparagdo com outros estudos
torna-se dificil ja que sdo usados diferentes tipos celulares e
metodologias.

Houve expressdo do gene constitutivo GAPDH,
comprovando a eficacia das reacbes de PCR. E também houve
expressao dos marcadores da diferenciagdo odontogénica DSPP e DMP-
1. Em outros estudos, as células SHED foram imunoreativas ao DSPP
(Miura et al., 2003), e quando cultivadas em scaffolds expressaram o0s
genes DSPP e DMP-1 (Casagrande et al., 2010; Sakai et al., 2010).

Nesse teste, as células também mostraram maior
expressao da mineralizagao quando tratadas com IM. Mas a exposicao ao
LTA bacteriano nao interferiu na expressdo génica dos marcadores
testados pelas SHED. A expressao de marcadores odontoblasticos pelas
SHED sem tratamento com LTA ou com IM, indica que as células podem
ter iniciado o processo de diferenciagao.

Componentes celulares bacterianos podem alterar a
producao e liberacido de citocinas. Assim, foi avaliado o efeito do LTA em
células SHED na liberagao de IL-1B3, IL-6 e TNF-a, pelo teste ELISA.

A IL-13 é responsavel por diversas acgodes, a fim de mediar
a resposta inflamatéria (Lu et al., 2002). Pode ser produzida e liberada por
diferentes tipos celulares, e € ativa em tecidos pulpares (Hosoya,
Matsushima, 1997). Seu papel em baixas concentragcbes € mediar a
inflamacéo local, ja em altas concentragdes tem efeito enddcrino (Silva et
al., 2009).

As células SHED foram semelhantes na liberagao de IL-
13 em todos os grupos testados, sem e com exposicao a LTA, e durante
todos os periodos experimentais. Assim, o LTA nao influenciou a
expressao desta citocina. E as baixas concentragdes apresentadas
podem ter papel importante em uma inflamacéo local.

Em diferentes estudos, células da polpa expostas ao LPS

bacteriano tiveram maior producgao de IL-13 (Hosoya, Matsushima, 1997;
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Hosoya et al., 1996; Lu et al., 2002). Esse resultado também foi
observado em fibroblastos da polpa (Ferreira et al., 2009; Silva et al.,
2009), e em células do foliculo dental (Morsczeck et al., 2012).

A IL-6 é uma citocina multi-funcional (Hosoya et al., 1996),
importante na resposta imunoldgica (Paakkonen et al., 2007). Sua
producao pelas SHED foi mais expressiva, havendo diferencas entre os
grupos experimentais. O tratamento com indutores da mineralizagéao
reduziu a liberacao desta citocina.

Células da polpa expostas ao LPS bacteriano tiveram
maior producao de IL-6 (Hosoya et al., 1996). Isso também foi observado
em células do foliculo dental (DFCs) por Morsczeck et al. (2012). Porém
os estudos ndo mostram esses resultados para o LTA.

TNF-a é essencial na patogénese de inflamagdes
pulpares (Chang et al., 2006). A liberagao pelas células neste estudo nao
apresentou diferengas entre os grupos. De forma que o LTA também nao
influenciou a expressao de TNF-a pelas SHED.

Dessa forma, ainda sdo necessarios mais estudos para
entender a resposta das células-tronco da polpa de dentes deciduos a
estimulos, como a infecgdo bacteriana e seus produtos toxicos. Essas
células apresentam diversas vantagens que as tornam candidatas
potenciais ao uso na terapia regenerativa. Assim, devem ser

extensivamente estudadas para o uso clinico com sucesso.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia e andlise empregadas
neste estudo, conclui-se que as células SHED quando expostas ao LTA
bacteriano nédo sofreram interferéncias na proliferagdo e metabolismo
celular, na expressao das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a, e na diferenciacao
odontoblastica. Porém, em curto prazo, o LTA estimulou funcionalmente
as células, havendo maior deposicdo de calcio e atividade da fosfatase
alcalina.

As células SHED tratadas com indutores da
mineralizagdo apresentaram maior diferenciagao, tanto funcionalmente
pela deposi¢cao de calcio como pela expressdo génica de marcadores

odontoblasticos.
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ANEXO - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

Platafoma Brasll - Ministério &3 Saide
Facuinads de Cdonioiogla de 580 .Jo68 005 Campos-UMESR

PROJETO DE PESQUISA
TRulo: Estabaietimento & Cracienzagan e INNAgens o CHillas Tonco ot dEntes permanentes
DECUDE

Arsa Tematlca:
Peaquieador: Bruno das Neves Cavacant Wershoo 2
I ttulg30; Facuidads de Ooonioiogia de 580 Jose dos CAAE:02210312.1.0000.0077
CampoeE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Humearo oo Parecsr. 45420
Data da Relaforia: 26062012

EApressntagAo do Projsto;

Com o adverio da engenhana teddual & busca de novas aleranivas no que diz nespeiio 30 tralamento &
e becidos perdidos, O S0 de

células-onco tem ganho na ciéndia em Mails precisaments na Cdon 13, 30 de Interesse oF
mmmm@ﬂm T e

30UMEs obtidas 3 partir de d=ntes NUMEN0S, B2j3 e554E D2ckiUls OU Dermansentes. Nesse comtaxtn, de forma
3 garantr o SVanD 185 PEsqUisas &

ul das condigies de vidade entre nosso gQrupo & giupos de uisas Intemacionals, o
Eepehve Aol Bk S22 € 0 & e i

Camcenzar cdhias-rongo da poina tentifa de denies permanantes @ deciduos, bam coma o de caractestzar o
de destas
c2lulas. Para lsso, tecioo puliper UmanS cbtido 3 partir ge UM tereimn molar edraids por mefes femplaticas
serdo para o

fiorodiasios por explante [grupo controie). Oubres 3 tecidos pulpares obtidos da mesma forma serdo
p‘m&&ﬁaﬂnﬁpa’;ﬂht& 0 35 cellas-ronco i

{DP=C) por d eNamatica E inamente, 3 teckdos pulparss umanas obloce a da raspagem
n-mgﬁmmm pu pertk
mnmemmmmwmmummmmu_ﬁﬂ_Lm
cejulas pbiidas Mbroblasios, DPSC e

ESHED) serdo submetidas a ensalos de disrenciagio adpogénica, condrogénica @ osienginica com o Us0 de
SUplEMEnios especilcns B S2UE

meios de culthvo, Dem como estimuladss a disrsnsiagso tentinogenica com o uso de BMP-2, de modo 3 serem
CARCENIENEE COMD CeUlas-mneD,

Diessa ma, espera-6e constiulr um baneo valldado de céiuias-ronco pulparss para @ execucio de fuburos
expaimentos na area de engenhana

Oibjetivo da Peaquiaa:
0 objetivo desta et 5 0 02 IS0 & Caracienzar células-once da poipa dentana de denies permanentes

e
deciuns, Dem comad O 98 caractenzar o potendda de difersnciagio destas cAlEs DEra garanin O 3vancs das
pesquisas & equinaracio das condigies de competithidade frente o5 grupos de pesquisas Inemaconals

Lwallagao dos Riscos e Benalicios:
N&mmmmpﬁmm O OETES SRISCINA0G B30 0STTES QUS SENam exollados/sdralics, enan

emvista os
mauanna.mmmm]ma (ienceims molanss INCILS0s
5 benafigios poderdo ser obsenvados na da Insifuglo de Pesquisa 3 o projetn estd

vingulado, de modo que oe recepion de de INNAgENs, [EsEaramas 3 J0ad0Mes, 1Boica
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dominada por
poucDs centros no Brasll. Aldm disso, o potencial de pesquisas com estes Hpos celularss & alaments

mMEWEMnmlhmm a geracio de pesguisa de alio Impactn no
frum.

Comentarios & Conslderagien sobra a Pesquisa-
A pesquisa & relevams & estd 3dequada para realizacio

Congkieragdes sobre 08 TETNOS 06 apreseniag o obrigatorts
Foi atendoo a soicitagin e mudanca oo e

Recomendagies:
nada adeciarar

Conclusdes o Pendénclss o Lists de Insdequagiss:
Tendo atendidn 35 considaracles Fmenores, 0 projeto &5t aprvado

S1huacao do Parscer:
ApFovadn

Mecesalts Aprociapao da COMER:

SAD JOSE DOE CAMPOS, 28 de Junho de 2012

Exmrmco por
JAMETE DIAS ALMEIDA



