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INTRODUCAO

Células-tronco sdo comumente definidas como células de origem clonogénica que exibem
alto potencial de renovagao a longo prazo e capacidade de diferenciagdo multilinhagens.
Baseado no conceito de plasticidade, ou melhor, capacidade das células-tronco em dar
origem a diferentes tipos de células especializadas, esta classe celular pode ser dividida
em dois grupos: Células-tronco embrionarias (ESCs) e células-tronco adultas (ASCs)
(Rao, 2004). Embora, no inicio, as ECSs tenham despertado grande interesse da
comunidade cientifica sua aplicagdo pratica na engenharia de tecidos e em terapias
celulares foi diminuindo ao decorrer do tempo, provavelmente, devido ao seu alto risco
de oncogenicidade e as questdes éticas e legais associadas a sua origem embriondria.
Atualmente, cada vez mais os interesses neste campo especifico de pesquisa tém se
desviado para um tipo de engenharia tecidual baseada na utilizacdo de células-tronco
adultas, que foram, posteriormente, identificadas a partir de varios tecidos e 6rgdos do
corpo humano (Gong et al., 2016). Durante o desenvolvimento da doenga danos teciduais
e nas células da polpa estdo diretamente relacionados a agdo de proteases bacterianas e
moléculas/enzimas provenientes de células do proprio sistema imune do hospedeiro.
Ainda, varias evidéncias indicam que a inflamagao pulpar, aguda ou cronica, seria o ponto
de partida do processo de reparo, que, por sua vez, iniciara efetivamente apenas apos o
término da inflamagao ou da infec¢ao (Bergenholtz, 1981). Apesar dos inumeros estudos
evidenciando a importancia de um melhor entendimento dos processos fisiopatoldgicos
que envolvem a progressdo da doenga carie, até o momento nada foi descrito sobre o
possivel papel dos PARs no complexo dentina-polpa mediante ao estimulo inflamatorio
causado pelo avango da doenga.

OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo avaliar e expressao génica dos receptores ativados
por proteases (PARs), bem como suas moléculas correlatas, em tecido pulpar sadio e
inflamado.

METODOLOGIA

Dentes higidos adultos ou deciduos com indicagdo para remogdo cirurgica foram
colocados em recipiente estéril contendo solugdo salina. Terceiros molares e pré-molares
sdo os elementos dentais mais comuns para o isolamento de células-tronco originadas do
tecido pulpar, devido a relativa facilidade em obter dentes higidos, ou devido a indicagdes
ortoddnticas, no caso dos pré-molares, ou em cirurgias de terceiros molares impactados.
Porém, os terceiros molares sdo os ultimos dentes a desenvolverem-se nos humanos e se



encontra, na maioria das vezes, em estagios iniciais de desenvolvimento, tornando-se
capaz de produzir quantidades satisfatorias de tecido pulpar para isolamento de células-
tronco. O elemento dental foi posteriormente lavado com solugdo de iodina e etanol, 70%,
no intuito de se evitar contaminagdes relacionadas a presenca de bactérias de origem
bucal. Em seguida, os elementos dentais foram lavados 5 vezes com tampao fosfato de
sodio (PBS), para remog¢ao da iodina e do etanol. Posteriormente, o elemento dental foi
cortado, com broca estéril em aparelho de alta rotacdo na regido da jungdo esmalte-
cemento, a fim de separar a coroa dentaria da porcao radicular, e assim acessar a camara
pulpar e consequentemente o tecido pulpar. Em seguida, o tecido pulpar foi removido da
camara pulpar com lima endododntica estéril. Apos a extracdo do RNA total do tecido
pulpar, as reagdes de PCR quantitativo em tempo real foram realizadas utilizando-se o
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) em um equipamento ABI Prism
5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems), utilizando os “primers”
especificos para cada PAR. Todas as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em
triplicata com 2 pg do cDNA sintetizado diluido 1:10, primer AS (reverse) 600 nM,
primer S (forward) 600 nM, 12,5 pl de SYBR Green PCR Master Mix e dgua Milli-Q
(Millipore, Billerica, USA), autoclavada para 25 pl. O ciclo para as reagdes de PCR em
tempo real foi otimizado iniciando-se com incubagdes a 50°C por 2 minutos, 95°C por
10 minutos e 40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 15 segundos seguido de anelamento a
60°C por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas
de dissociacdo geradas pelo equipamento. Foram utilizados concomitantemente controles
negativos para confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante no meio reacional.
As reagdes de PCR convencionais foram utilizadas para otimizagdo do protocolo
anteriormente a realizagdo da andlise quantitativa por qPCR.

RESULTADOS/DISCUSSAO

A Figura 1 mostra, apds a eletroforese em gel de agarose, o produto de PCR resultante da
avaliacdo da expressdo génica em amostra de tecido pulpar sadio. Foi possivel notar a
auséncia de sequéncia codificante para o PAR 3.
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Figura 1. Expresséo dos genes PARs em tecido pulpar sadio. O RNA total do tecido
pulpar foi extraido utilizando o reagente de Trizol®. Apos a transcri¢do reversa o DNA
complementar foi submetido a uma reagdo de PCR convencional. GAPDH e Beta actina
correspondem a expressdo de genes constitutivos usados como controle positivo na
reagao.

A Figura 2 mostra os resultados da avaliacdo quantitativa da expressdo dos receptores
PARs em tecido pulpar sadio. A Figura 2a corresponde aos resultados obtidos no
experimento controle, que avaliou a expressao dos genes constitutivos RPL13a, GAPDH
e Beta Actina, os quais foram utilizados como controles positivos normalizadores da
reacdo e, interessantemente, apresentaram niveis equivalentes de expressao no tecido
pulpar.
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Figura 2. Analise da expressao dos genes constitutivos por PCR quantitativo. Foram
utilizados primers especialmente desenhados, e comuns na literatura, para avaliar a
expressao dos genes constitutivos RLP13a, GAPDH e Beta Actina.

A Figura 3 corresponde aos resultados obtidos na reagao de PCR quantitativo, que avaliou
a expressao génica dos quatro membros da familia dos PARs.

Expressao Relativa PARs/RPL13a

0.031 3 PAR 1
E23 PAR 2
0.02- D PAR 4
: T T
Y oot B [
S p
] e
0.00 T

Tecido Pulpar

Figura 3. Anélise dos genes da familia PAR por PCR quantitativo. A expressdo dos
genes dos quatro membros da familia PAR no tecido pulpar foi avaliada por qPCR.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados mostram claramente que o tecido pulpar adulto expressa
diferentemente os genes de trés dos quatro PARs descritos na literatura. A auséncia do
PAR-3 era esperada, uma vez que ele ¢ expresso apenas em periodos embriondrios, em
todos os tecidos até agora estudados. Além disso, foi possivel determinar quais moléculas
envolvidas no processo de mineralizagdo dentinaria estariam sendo moduladas pelos
receptores PAR-1 ou PAR-2. A Figura 4 (A e B) mostra que o gene da Dentin
Sialophosphoprotein (DSPP) pode ser modulado diferentemente dependendo da ativagdo



de cada receptor. Ainda, o estudo possibilitou mostrar o real envolvimento dos PARs com
o processo de remodelacdo de tecidos mineralizados, como a dentina, uma vez que a
expressao dessas moléculas nos odontoblastos pdde ser modulada mesmo sem a presenga
das enzimas tipicamente descritas como ativadoras de PARs.
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