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INTRODUCAO

Ha estudos demonstrando que o tecido da polpa dental constitui uma fonte acessivel
de células-tronco adultas, que podem ser coletadas tanto de dentes permanentes indicados
a extracdo quanto de dentes deciduos recém esfoliados (Gong et al., 2016). Gronthos e cols.,
foram os primeiros a identificar e caracterizar uma populagéo de células-tronco presente no
tecido pulpar adulto (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002). Até o0 momento, varias
populacdes de células-tronco adultas foram isoladas do tecido pulpar, incluindo as células-
tronco da polpa dental (DPSCs), as células-tronco de dentes deciduos (SHEDS) e as células-
tronco da papila apical (SCAPSs), todas elas mostraram potencial de diferenciacdo para os
varios tipos celulares presentes no 6rgao dental. Isoladas a partir de terceiros molares
humanos de pacientes adultos as DPSCs demonstraram alto potencial proliferativo, de auto
renovacdo e capacidade de diferenciagdo, quando submetidas a estimulos especificos.
Contudo, os mecanismos pelos quais as células-tronco da polpa adulta se diferenciam em
odontoblastos e, consequentemente, produzem matriz organica mineralizada, mediante a
diferentes estimulos moleculares ainda é uma éarea de pesquisa de interface
odontologia/biologia celular que carece de estudos mais profundos.

OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo coletar, cultivar e caracterizar odontoblastos a
partir de tecido pulpar adulto.

METODOLOGIA

Dentes permanentes indicados a exodontia foram coletados em um recipiente estéril
com soro fisiolégico, sendo lavados com etanol 70%, justamente para evitar contaminacdes
por bactérias de origem bucal. Posteriormente, os elementos dentais foram lavados cinco
vezes com tampdo fosfato de sddio (PBS), no intuito de remover o etanol. Apds esse
procedimento os dentes foram cortados, com broca Zecrya® estéril em aparelho de alta
rotacdo com refrigeracdo abundante na regido da juncdo amelocementaria, para separar a
coroa do dente da porcao radicular e ter acesso a camara pulpar. O tecido pulpar foi retirado
com lima endodéntica estéril imediatamente acondicionado ao meio a-MEM sem SFB (soro
fetal bovino). Em seguida, foi realizado a digestdo enzimatica e, acondicionados em frascos
para cultura celular de 25cm?, incubado em estufa a 37°C com fluxo de 5% de CO,. As células,
de aparéncia fibroblastéide, nos primeiros dias aderiram ao fundo do frasco, apresentando
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crescimento celular lento, contudo no periodo de 2 semanas o frasco ja apresentava alta
confluéncia celular e as células apresentaram caracteristica fibroblastdide. Os ensaios de
imunofluorescéncia foram realizados para analisar o padrdo de expresséao e distribuicdo dos
receptores PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Para isso, as linhagens celulares foram cultivadas
sobre laminulas circulares de 12mm de diametro, em densidade de 1,0 x 10* células por
laminula e mantidas em placas de cultura de 24 pogos em condi¢des de manutencdo até
atingirem a confluéncia de 70 %. As células foram incubadas por 1 hora a 4°C com anticorpo
primario monoclonal de camundongo anti-PAR-1, -2, -3 e -4. Apés esse periodo, as células
foram lavadas com tamp&o PBS e aos pocgos foi adicionado o anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado ao fluorocromo alexa flior 594 (Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA). As células permaneceram em contato com o anticorpo por 40 minutos, a 4°C de
temperatura e protegidas da luz. Para colora¢éo do nucleo, as células foram incubadas com
reagente DAPI (4’,6-diamidine-2-phenylindole) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA).
Finalizado o procedimento, as laminulas foram lavadas por trés vezes em tampao PBS e
montadas em laminas histolégicas com Prolong® Gold antifade Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). As laminas foram analisadas e as imagens capturadas em microscépio confocal LSM
510 META (Carl Zeiss). Para analise de marcadores inflamatérios por citometria de fluxo, as
células em cultura foram estimuladas com o peptideo agonista do receptor PAR-1 (SFFLRN-
NH2) (100uM) e Trombina (25U/ml), ativador natural de PAR-1; e com o peptideo agonista de
PAR-2 (SLIGRL-NH2) (100uM), e Tripsina (3nM), ativador natural dos receptores PAR-2, por
24h. Sequencialmente, o Kit CBA (Becton Dickinson, BD) (cytometric beads array) foi usado
para a avaliacdo da expressao das citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IL-12P70 e TNF em todas
as amostras experimentais. Os resultados foram gerados em gréaficos e tabelas utilizando-se
o software FCAP (BDTM). No intuito de verificar o possivel papel modulador dos PARs durante
a diferenciacdo osteogénica, a andlise da expressao de 84 genes relacionado a este processo
foram analisados por meio do ensaio de RT2 ProfilerTM PCR array, as células foram
estimuladas com o peptideo agonista do receptor PAR-1 (SFFLRN-NH2) (100uM) e com o
peptideo agonista de PAR-2 (SLIGRL-NH2) (100uM), os valores de CT foram exportados para
um arquivo do Excel para criar uma tabela de valores de CT. Esta tabela foi entdo enviada
para o portal em http://www.qiagen.com/geneglobe, onde os resultados foram analisados. Os
valores de CT foram normalizados com base em uma sele¢cdo automética de um painel
completo de genes de referéncia.

RESULTADOS / DISCUSSAO

e Coleta dos dentes e cultivo celular

Figura 1. Obtencéo, tratamento de tecidos pulpares e cultivo celular (imagem a esquerda):
(1-A) Instrumentais esterilizados utilizados para obten¢éo do tecido pulpar; (1-B) Dente higido
apos a antissepsia; (1-C) Seccao transversal da coroa; (1-D) Dente seccionado; (1-E)
Instrumentacdo endodéntica; (1-F) Tecido pulpar sendo removido com lima endodontica; (1-
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G) Tecido pulpar fresco antes da digestdo enzimatica. Microscopia de luz convencional
(imagem a direita). (2-A) células do tecido pulpar apés 24 horas de cultura; (2-B) células de
tecido pulpar com 5 dias de cultura; (2-C) células de tecido pulpar com 10 dias de cultura ; (2-
D) células de tecido pulpar com 15 dias de cultura; (2-E) células de tecido pulpar com 20
dias e (2-F) com 21 dias.

e Expressdo dos PARs por microscopia confocal a laser e andlise de marcadores
inflamatério por citometria de fluxo
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Figure 3. Analise por microscopia confocal das células pulpares humanas (figura a esquerda),
as células foram permeabilizadas e marcadas com anticorpos monoclonais anti-PAR-1, -2, -3
e -4 e reveladas com anticorpo secundario fluorescente Alexa Fldor 594 (vermelho). Os
nucleos das células pulpares foram corados com DAPI (4’,6-diamidine-2-phenylindole) (azul).
A imagem a direita representa a citometria de fluxo para andlise de marcadores inflamatérios,
0s painéis (a) e (b) representam a concentragdo da citocina IL-6 ap0s estimulo e os painéis
(c) e (d) representam a producao de IL-8. Nado houve aumento da produgéo de citocinas IL-
18, IL-10, TNF e IL-12P70 (dados ndo mostrados). Cada barra de erro com a mesma letra
tem 0 mesmo nivel significativo de valor p.

¢ Heat Map do grupo PAR-1 e 2 e ClusterGram

Figura 4. Heat Map (a esquerda) fornece uma visualizagdo das mudangas na expressao entre
0s grupos selecionados para cada gene no array. A magnitude dos valores é expressa fold
change, onde tonalidades de verde representam as modulagbes negativas, tons de preto
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representam auséncia de modulacdo e tons avermelhados representam modulacdes
positivas. ClusterGram (a direita) executa o agrupamento hierarquico ndo supervisionado de
todo o conjunto de dados para exibir um mapa de calor com dendrogramas indicando genes
co-regulados através de grupos ou amostras individuais.

CONCLUSAO

A expressao e localizagao celular dos PARs nas células-tronco pulpares foi avaliada
por microscopia confocal, figura 3. Apesar da presenca majoritaria dos receptores de PAR-1,
como esperado, o resultado confirma a presen¢a de PAR-3 neste modelo celular, fato que
demonstra a caracteristica de células mesenquimais, desejadas em células-tronco da polpa
adulta, uma vez que esse receptor ndo esta presente em células diferenciadas. Soma-se a
isso os importantes resultados obtidos na avaliagdo da expresséo de citocinas inflamatorias,
apos a ativagao, principalmente, dos receptores de PAR-1. Apesar de ndo termos conseguido
aumento expressivo na expressao das citocinas apos ativagdo do PAR-2. Como foi dito
anteriormente sobre a diferenciacdo natural destas células para odontoblastos maduros, foi
estudado genes que atuam no metabolismo mineral por meio RT2 Profiler PCR Array. No que
diz respeito aos genes modulados positivamente por PAR-1, é interessante notar a presenca
de quase todos os membros da familia das Bone Morphogenetic Proteins (BMPs). Dos
membros dessa familia analisados (BMP1 até 7), apenas a BMP7 ndo foi modulada
positivamente. Este resultado, mostra claramente um potencial papel do PAR-1 na modelagéo
0ssea, apos a estimulagdo. Ainda, FGF1, a molécula de ades&o ICAM1, também tiveram suas
expressoes consideravelmente aumentadas, reforcando a hipotese do papel do PAR-1 na
osteogénese. Outro resultado que merece destaque, foi 0 aumento de 12,83 vezes do gene
NOG, molécula ativa no processo embrionario, e que comprova a origem indiferenciada das
células-tronco do tecido pulpar caracterizadas neste estudo. Finalmente, o PCR Array ainda
comprovou os resultados obtidos na fase 1 do estudo, onde mostramos a modulacdo da
expressao de MMPs apdés o estimulo dos PARs. No que diz respeito ao PAR-2, receptor de
tripsina sabidamente mais relacionado a processos inflamatérios, foi possivel observar
modulacdo positiva apds a sua estimulagdo apenas dos genes ICAM1, ITGAL, TGFB2 e
PDGFA. Este resultado demonstra uma tendéncia de modulag&o da fragdo organica da matriz,
fato que pode ser crucial durante o processo de mineralizagdo tecidual. Ainda, a inibicdo da
expressdao de MMP-10 em 50,55 vezes, bem como de CD36 em 19,75 vezes, mostra
claramente uma resposta na matriz extracelular motivada pela estimulagéo do receptor PAR-
2.
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