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RESUMO

Estudos recentes sugerem que o0 receptor gama ativado por proliferadores
peroxissomais (PPARY) e seu agonista, a rosiglitazona, podem modular a expresséo
de moléculas relacionadas com eventos imuno-inflamatérios em células da polpa
dentaria humana, indicando, assim, a possibilidade de se utilizar agonistas deste
receptor nuclear (RN) no controle da inflamagdo pulpar. Entretanto, eventos
igualmente importantes no processo de reparo do complexo dentino-pulpar, tais
como proliferacdo e expressdo de genes envolvidos com a formagdo de dentina
terciaria, nao foram abordados nesses estudos. Diante disso, a proposta do presente
trabalho foi investigar o efeito da rosiglitazona sobre a proliferagéo celular e sobre a
expressdo do TGFB1, em modelo experimental de cultura primaria de células da
polpa dentaria humana. Para cumprir com o0s objetivos propostos, foram
estabelecidas culturas primarias de polpas obtidas de terceiros molares inclusos e
higidos, com a raiz ainda em formagé&o, extraidos por indica¢des clinicas. Os efeitos
da rosiglitazona sobre a proliferacéo celular foram avaliados por meio de ensaio de
incorporacdo de timidina marcada radioativamente com tritio ([*H]-timidina) e os
efeitos sobre a expressdo do gene que codifica o TGFB1 foram avaliados por meio
da técnica de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real/quantitativa (RT-PCRg). Os resultados dos ensaios de proliferacéo
demonstraram que o tratamento com rosiglitazona durante 24 horas diminuiu a
proliferacdo das células em cultura, enquanto que o tratamento durante 72 horas
ndo alterou a proliferagéo celular. Os resultados dos ensaios de expressdo génica
sugeriram que o tratamento com rosiglitazona durante 7 dias n&o alterou a
expressdo do gene que codifica o0 TGFB1, no entanto, apds 14 dias de tratamento
com o ligante, sua expressdo aumentou. Em conjunto os resultados dos ensaios de
proliferacdo e de expressdo génica sugerem que a rosiglitazona possa estar
envolvida com a ativagdo de vias de diferenciacdo ou de vias apoptoéticas. No
entanto, investigagcfes adicionais sdo necessérias para melhor esclarecer o papel do
PPARY na fisiopatologia pulpar.

Palavras-chave: complexo dentino-pulpar; cultura priméria de células pulpares;
receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais; rosiglitazona; fator
transformador do crescimento 1.



ABSTRACT

Several studies have suggested that peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARy) and his agonist, rosiglitazone, can regulate the expression of
immune-inflammatory related molecules in human dental pulp cells. The authors
have raised the possibility of using PPARy agonists as an option in pulpal
inflammation treatment. However, others events involved in the dental-pulp complex
repair process, such as cell proliferation and gene expression of molecules related
with the tertiary dentin formation, were not assessed in these studies. Therefore, the
aim of this study was to investigate the effect of rosiglitazone on cell proliferation and
on the TGFB1 gene expression in primary human dental pulp cells culture. In order to
perform the purposes of the present study, primary cultures were established from
pulp tissue obtained from non-erupted, caries-free third molars, which were extracted
due to therapeutic reasons. Effects of rosiglitazone on cell proliferation were
evaluated by tritium labeled thymidine incorporation assay ([*H]-thymidine) and
effects on TGFB1 gene expression were evaluated by quantitative polymerase chain
reaction (RT-PCRq). The proliferation assays showed that treatment with
rosiglitazone for 24 hours decreased cell proliferation, while after 72 hours treatment
no changes in cell proliferation where observed when compared with controls. Gene
expression results suggested that treatment with rosiglitazone for 7 days did not
modify TGFB1 gene expression, however, after 14 days ligand treatment, an increase
in the expression was observed. Proliferation and TGFB1 gene expression results
suggest that rosiglitazone might be involved in differentiation or apoptotic pathways
activation in the primary pulp cell cultures studied. However, further investigations
are required to better understand the role of PPARY in dental pulp pathophysiology.

Key words: dental-pulp complex; human primary dental pulp cells culture;
peroxisome proliferator-activated receptor gamma; rosiglitazone; transforming growth
factor B1.
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1. INTRODUCAO

A polpa dentéria € um tecido conjuntivo frouxo ndo mineralizado presente na
cavidade interna do dente e delimitada pela dentina, tecido conjuntivo mineralizado
avascular e maior constituinte do arcaboug¢o mineral do 6rgao dentario (1). A dentina
é formada pelos odontoblastos, que s&o as células especializadas da polpa (2).
Juntas, dentina e polpa formam o complexo dentino-pulpar, responsavel pela

manutencdo da vitalidade do dente (3).

Como outros tecidos do organismo, o complexo dentino-pulpar apresenta
potencial de reparo, sendo capaz de responder a injlrias externas que afetam o
dente (4). Esta resposta € observada por meio da deposicéo de dentina terciaria, um
tipo especifico de dentina secretada apenas nas regides que sofreram injuria e cuja
principal fung@o € de atuar como barreira fisica que afasta os irritantes da polpa e
compensa, pelo menos parcialmente, as perdas de estrutura dentaria, causadas por
doenga ou trauma (5). O processo de reparo € um evento complexo que pode
envolver tanto a participacdo dos odontoblastos primérios (6) como também células-
tronco/progenitoras presentes no tecido pulpar (7, 8). Estas, quando requisitadas,
sdo estimuladas a proliferar, migrar e a se diferenciar em células capazes de

produzir tecido mineralizado, como tentativa de manter a polpa vital (9).

Muitos sdo os mecanismos moleculares que regulam as diversas etapas
necessarias ao reparo e acredita-se que fatores de crescimento desempenhem
papel chave nestes processos (10). Entre esses mediadores, o fator transformador
do crescimento B1 (TGFB1) parece ser uma molécula crucial, regulando os eventos
celulares de migracgéo, proliferacdo e diferenciacédo, além da sintese e secrecéo de
constituintes da matriz extracelular (11), essenciais para a formagdo da barreira

mineralizada de dentina, que confere protecéo a polpa.

A qualidade bem como o grau de sucesso de formagdo desta nova camada
de dentina sdo modulados por diversos fatores, dependentes tanto da intensidade e
extensdo da injuria como também da reacdo imuno-inflamatdria resultante (12). Esta

€ necessaria para eliminar o agente agressor e promover reparo dos danos
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causados aos tecidos (13). No entanto, quando exacerbada e descontrolada, pode
causar destruicdo tecidual, frustrando qualquer tentativa de reparo e levando, por
fim, & necrose (12). Assim, acredita-se que o controle da inflamacéo, antes que
danos irreversiveis sejam impostos, seja necessério para favorecer os eventos
relacionados com o reparo dentinario. Estratégias terapéuticas neste sentido foram
sugeridas recentemente tendo como alvo o receptor gama ativado por proliferadores

peroxissomais (PPARY) (14, 15).

O PPARy é um fator de transcricdo regulado por ligante pertencente a
superfamilia dos receptores nucleares (RN), da qual fazem parte também os outros
dois isotipos de PPAR, o PPARa e o PPARB/S (16). O PPARy apresenta como
ligantes enddégenos &cidos graxos dietéticos e produtos derivados de seu
metabolismo (17, 18) e, como ligantes sintéticos, as tiazolidinedionas (TZDs), classe
de sensibilizadores insulinicos utilizada no tratamento do diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (29).

O PPARy é uma proteina de expresséo tecidual ampla e fun¢bes variadas,
participando da regulacdo da homeostasia energética, do controle do ciclo celular,
da diferenciacdo e apoptose, sendo essencial para o processo de adipogénese (20,
21). Além disso, o PPARy e seus agonistas apresentam efeitos anti-inflamatorios,
que ja foram demonstrados em diferentes tecidos e linhagens celulares, incluindo
células da polpa dentaria (14, 15), o que despertou o interesse em se utilizar
agonistas deste RN para controle da inflamagéo pulpar. Entretanto, os estudos que
avaliaram os efeitos anti-inflamatérios do PPARYy sobre células da polpa dentaria n&o
verificaram seus efeitos sobre a formacao de dentina terciaria e ndo ha, na literatura,
estudos que investiguem o papel do PPARy e de seus agonistas no processo de
reparo dentinario e eventos celulares envolvidos. Assim, elucidar esses efeitos
representa uma importante estratégia para a ampliacdo dos conhecimentos acerca
dos mecanismos moleculares que regulam a resposta de reparo do tecido pulpar,
além de melhor esclarecer se agonistas do PPARy sdo potenciais agentes

terapéuticos no controle da resposta imuno-inflamatoria da polpa.

Diante disso, a proposta deste trabalho foi verificar o efeito de um agonista

sintético do PPARY, a rosiglitazona, sobre dois eventos relacionados com o processo
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de reparo, proliferacdo celular e expresséo génica do TGFB1, em cultura priméria de

células da polpa dentéria humana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Complexo dentino-pulpar

O complexo dentino-pulpar é constituido pela polpa dentéria e pela dentina,
tecidos morfologicamente distintos, mas referidos como uma Unica entidade
integrada por compartilharem da mesma origem embrioldgica e por apresentarem

uma intima relacdo topografica e funcional (3) (Figura 1).

/ Dentina

i y

A
/ \\\ Polpa dentaria
A

Figura 1: Representacao esquematica do complexo dentino-pulpar. Em vermelho, polpa dentéria,
tecido conjuntivo frouxo, delimitado pela dentina (amarelo), tecido conjuntivo mineralizado e
avascular. Adaptado de (22).

Dentina e polpa séo tecidos de origem ectomesequimal e se desenvolvem a
partir de interacbes com o epitélio dental adjacente (23). Uma vez formado, o
complexo dentino-pulpar é responsavel pela vitalidade do dente e pela manutencéo
das fungdes basicas de propriocep¢ao e percepc¢do sensorial bem como € capaz de
reagir a agressdes que recaem sobre o 6érgao dentario, por meio de mecanismos de

defesa e reparo (24)
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2.1.1. Polpa dentaria

A polpa dentéria € um tecido conjuntivo frouxo ndo mineralizado presente na
cavidade interna do dente, sendo responsavel pela sua manutencao e vitalidade. Ela
é constituida por uma populacdo de células envolvidas por uma matriz extracelular
amorfa e fibrosa, permeada por plexos nervoso, sanguineo e linfatico que se
conectam aos tecidos circundantes ao dente via forame apical e foraminas apicais

acessorias (1).

A populacéo de células do tecido pulpar é heterogénea, sendo composta por
fibroblastos, que séo as células mais abundantes, por células de defesa, por células-
tronco/progenitoras mesenquimais e pelos odontoblastos, que sdo as células
funcionais e especializadas do complexo dentino-pulpar. Quanto a matriz
extracelular (ECM), esta é constituida principalmente por fibras colagenas, em sua
maioria do tipo | e tipo Ill, proteoglicanos e glicoproteinas, a semelhanca dos outros

tecidos conjuntivos do organismo (25).

O padréo de organizagéo e distribuicdo das células e dos demais constituintes
do tecido pulpar determina a formacdo de zonas ou camadas, mais evidentes na
polpa coronéria, e que sdo denominadas de zona central, zona rica em células ou
camada de Hohl, camada pobre em células ou de Weil e camada odontoblastica (3)
(Figura 2).

A zona central, ou estroma da polpa, é composta por vénulas, arteriolas e
nervos mais calibrosos, sendo os fibroblastos as células mais abundantes. Células
de defesa, incluindo macréfagos, células dendriticas e alguns linfécitos T, também
estdo presentes, associados principalmente aos vasos sanguineos do estroma
pulpar e constituindo a préxima camada, denominada de zona rica em células ou
camada de Hohl, assim chamada por ser densamente povoada por fibroblastos e
por células-tronco/progenitoras mesenquimais. Os fibroblastos emitem seus
prolongamentos para a proxima camada, denominada de camada de Weil, uma
regido pobre em células, porém rica em capilares sanguineos e fibras nervosas ndo
mielinizadas. Por fim, ao longo da periferia da polpa, constituindo uma Unica camada
de células em palicadas estdo os odontoblastos, cujas principais fungdes s&o

formagao e manutencéo da dentina (3)
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Figura 2: Representacdo esquematica das zonas ou camadas morfolégicas da polpa dentaria
madura. Adaptado de (26)

2.1.2. Odontoblastos

Os odontoblastos sé@o células ectomesenquimais pos-mitoticas e, portanto,
sem capacidade proliferativa (2). Eles se originam a partir de células provenientes da
crista neural craniana que, nos estégios iniciais do desenvolvimento embrionério,
migram para o mesénquima do primeiro arco branquial e processo nasofrontal,
constituindo, assim, o ectomesénquima subjacente ao epitélio da cavidade oral
primitiva (27, 28).

Morfologicamente, os odontoblastos completamente maduros sédo células
colunares polarizadas com nucleo excéntrico, localizado no polo proximal e com um
Unico prolongamento citoplasmatico, denominado de processo odontoblastico. Este
se origina no polo distal do corpo celular e se estende para o interior da dentina,
determinando a formacdo dos tubulos dentinarios, principal caracteristica deste

tecido. O processo odontoblastico é desprovido de organelas, mas apresenta um
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citoesqueleto bastante desenvolvido com numerosos microfilamentos e
microtibulos. Pequenos ramos laterais sdo emitidos a partir do processo
odontoblastico e se interligam, favorecendo a comunicacgdo intercelular e a
circulagdo de fluidos e metabdlitos através da matriz calcificada (Figura 3).
Enquanto o corpo celular é responséavel pela sintese e controle dos constituintes da
matriz dentinaria, o prolongamento dos odontoblastos é responsavel pela secrecéo

destes componentes e, até certo ponto, pela endocitose (29, 30).

Tubulos dentinarios —— <>

Processo odontoblastico

y Capilar
Fibra nervosa ———— A &
- 3

Figura 3: Representacdo esquematica dos odontoblastos morfologicamente maduros. Células
colunares e polarizadas com o nucleo localizado no polo proximal e com Unico prolongamento
citoplasmatico, denominado de processo odontoblastico, que se origina no polo distal do corpo celular
e se estende para o interior da dentina, determinando a formacao dos tibulos dentinarios. Adaptado
de (3).

Os odontoblastos comegam a formar dentina apos a sua diferenciacdo, que
se inicia durante o desenvolvimento do germe dentario, nas regides correspondentes
as futuras cuspides e pontas incisais, e progride sequencialmente em direcédo apical
(31). Completada a formagcdo do dente, o0s odontoblastos tornam-se
progressivamente menores e com um numero decrescente de organelas (32). Eles
diminuem o ritmo de secre¢cdo, mas continuam a produzir dentina, de forma bem

lenta, durante toda a existéncia do dente, enquanto este permanecer vital. Sua
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atividade metabdlica pode, contudo, aumentar em resposta a estimulos externos,

participando dos mecanismos de reparo do complexo dentino-pulpar (6).

2.1.3. Dentina

z

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado avascular e de natureza
tubular, composta por cerca de 70 % de material inorganico (hidroxiapatita), 20 % de
matriz organica e 10% de &gua (5). A parte organica da matriz dentinaria é
predominantemente (cerca de 90 %) formada por colageno, em sua grande maioria
do tipo I. Os componentes organicos ndo colagénicos incluem fosfoproteinas,
proteoglicanos, glicoproteinas &acidas, lipideos e fatores de crescimento. Muitas
dessas proteinas ndo colagénicas desempenham papéis chaves na regulacdo da
mineralizagdo e no controle do crescimento dos cristais de hidroxiapatita, durante a

formacgao da dentina (33, 34).

A semelhanca da matriz de ostedide no 0sso, a dentina encontra-se separada
do corpo dos odontoblastos por uma matriz dentinaria ndo mineralizada,
denominada de pré-dentina. Essas duas matrizes refletem a existéncia de dois
padrbes de secrecdo pelo processo odontoblastico, um mais proximal relacionado
com a secrecdo dos constituintes da matriz de pré-dentina e um mais distal,

relacionado com a secrecdo dos componentes da frente de mineralizagéo (35).

A dentina pode ser classificada como primaria, secundaria ou terciaria,
dependendo de quando ela foi formada (36). A dentina formada durante o
desenvolvimento da coroa e da raiz recebe o nhome de dentina primaria e resulta da
atividade metabdlica maxima dos odontoblastos, enquanto que a dentina secretada
fisiologicamente ap6s o desenvolvimento total da raiz e com o dente em posicéo
funcional recebe o nome de dentina secundaria. Esta é produzida de forma lenta e
continua e ndo apresenta diferencas estruturais em relacdo a dentina primaria.
Diante de estimulos externos, um novo tipo de dentina, denominada de terciaria,

pode se formar, como parte do processo de reparo do complexo dentino-pulpar (5).
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2.1.4. Potencial de reparo do complexo dentino-pulpar

O complexo dentino-pulpar apresenta potencial de reparo e regeneragao que
€ observado por meio da deposi¢cdo de dentina terciaria. Diferente das dentinas
priméria e secundaria que sdo depositadas de maneira homogénea ao longo de toda
a periferia da polpa, a dentina terciaria € secretada localmente, apenas nas regides
que sofreram injuria e sua fungéo primordial € servir como uma barreira fisica que
afasta da polpa dentaria os estimulos que significam agresséo. Dependendo da
natureza, intensidade e duracdo do estimulo, a dentina terciaria podera ser
produzida pelos odontoblastos primarios ou por células-tronco/progenitoras

presentes na polpa dentéaria (37).

Em geral, injarias leves, tais como lesdes de cérie iniciais ou de lenta
progressdo, irritagdo quimica provocada por materiais restauradores ou
abrasao/atricdo leve, induzem a produgd@o de dentina terciaria pelos odontoblastos
da prépria camada odontoblastica, que aumentam sua atividade metabdlica em
resposta aos insultos. Neste caso, a dentina terciaria recebe o nome de reacional e

€ bastante semelhante as dentinas primaria e secundaria (6).

Injurias mais graves, como por exemplo lesdes de céarie na dentina, processos
cariosos de rapida progressdo e exposi¢cdes pulpares por carie ou trauma, podem
levar a morte dos odontoblastos subjacentes a area afetada. Neste caso, se as
condigbes do tecido forem favoraveis, os odontoblastos destruidos serdo
substituidos por uma nova geracao de células similares a odontoblastos, que sera
estimulada a se diferenciar e a secretar dentina terciaria, como tentativa de manter a
vitalidade do dente. A dentina formada nestas condigbes recebe o nome de
reparadora e apresenta estrutura diversa, podendo tanto ter caracteristicas tubulares
semelhantes as dentinas priméria e secundaria quanto uma aparéncia mais
desorganizada e atubular, com inclusbes celulares, lembrando matriz 6ssea
(osteodentina) (38).

As células responsaveis pela formacdo de dentina reparadora derivam de
células-tronco/progenitoras presentes no interior do tecido pulpar (39, 40). A origem
precisa dessas células permanece indefinida, mas os potenciais nichos sugeridos
incluem a camada rica em células de Hohl, regies perivasculares (e.g. pericitos) e

regido central da polpa (41). Quando devidamente induzidas, essas células séo
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recrutadas de seus nichos para os sitios danificados e estimuladas a se diferenciar.

Por fim, adquirem competéncia para produzir e secretar matriz mineralizada (7).

Ja4 é bem estabelecido que o recrutamento celular envolve proliferacdo e
migracdo. Classicos estudos autorradiograficos de incorporacao de timidina marcada
com material radioativo (tritio, H®) por células da polpa, apés capeamento (protecdo
da polpa exposta com material capaz de induzir reparo dentinirio e manter a
vitalidade do dente (42) ), demonstraram que as células envolvidas no processo de
reparo apresentavam aumento da sua taxa de proliferacdo, seguido de migracéo
para os sitios danificados (43-45). Portanto, a atividade mitGtica é, provavelmente, o
primeiro passo na formacdo de uma nova camada de dentina e, juntamente com a
migragao e a diferenciagdo, constitui requisito essencial para o processo de reparo.
Esses eventos celulares devem ser finamente regulados para que o reparo seja bem
sucedido. Falhas nos mecanismos reguladores podem conduzir a formagédo de
tecido anormal ou a completa auséncia dele, comprometendo, assim, a protecéo do

complexo dentino-pulpar e, consequentemente, a vitalidade do dente.

2.1.5. Mecanismos que modulam o processo de reparo do complexo dentino-

pulpar

Além de depender da intensidade e extensdo da injdria, a qualidade da
dentina terciaria bem como o éxito na sua formacé&o seréo influenciados por outros
fatores, tais como pela reacdo imuno-inflamatéria que se instala também em
resposta ao estimulo agressor e por fatores dependentes do hospedeiro, 0os quais
incluem o envelhecimento, que modifica tanto a populagdo de células presente no
tecido como as respostas imunes inata e sistémica (46). E importante reconhecer
gue estes processos, isto é, injuria, defesa e reparo, e 0os aspectos moleculares e
celulares resultantes estdo inter-relacionados e que a interagdo e o equilibrio relativo

entre eles serdo determinantes na manutencéo da vitalidade pulpar (10).

Os mecanismos moleculares que regulam a formagao de dentina reacional e
reparadora sdo complexos e ainda néo estdo completamente elucidados. E possivel
que fatores de crescimento e outras moléculas presentes na matriz de dentina e no

estroma da polpa, assim como citocinas envolvidas no processo inflamatério que
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acompanha a injuria estejam envolvidos na modulagdo da resposta do complexo
dentino-pulpar. Além disso, acredita-se que a natureza, a quantidade e o tempo de
acdo desses mediadores possam influenciar as respostas de reparo e seus
desfechos (10, 12).

Nas lltimas décadas, diversos estudos in vivo e in vitro demonstraram o
potencial de vérios fatores de crescimento em estimular a formacdo de dentina
terciaria. Membros da superfamilia dos TGFps, tais como TGFf1, -2 e -3 (11, 47, 48)
e as proteinas morfogenéticas 6sseas 2, 4 e 7 (BMP-2, -4 e -7) (49-53), além de
membros da familia dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) (54) e
da familia dos fatores de crescimento para fibroblasto (FGFs) (55) foram capazes de

estimular, em maior ou menor grau, dentinogénese reacional e/ou reparadora.

Enquanto as células da polpa dentaria representam uma potencial fonte de
fatores de crescimento, a dentina parece ser a outra (56). Diversos fatores de
crescimento, incluindo membros da superfamilia dos TGFBs (57), IGF-1 e -2 (58),
FGF-2, além de fatores angiogénicos, tais como fator de crescimento derivado de
plaqueta (PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (59) ja foram
identificados na matriz dentinaria. E possivel que essas moléculas sejam produzidas
pelos odontoblastos durante a formacdo das dentinas primaria e secundéria e,
posteriormente, tornam-se aprisionadas na matriz, permanecendo em sua forma
ativa ou latente associadas a outros componentes dentinarios. Injurias que induzam
a desmineralizagcédo da dentina liberam estes fatores de crescimento para o tecido
pulpar, onde eles sdo capazes de orquestrar os eventos relacionados com o reparo
(56).

Entre os inUmeros fatores de crescimento, o TGFB1 merece especial atencéo.
Jé foi demonstrado que TGFB1 é expresso durante o desenvolvimento dentério (60)
e na polpa madura, tanto nos odontoblastos quanto na matriz dentinaria (57), sendo
sua expressao relacionada com a diferenciacdo dos odontoblastos (61). Além disso,
estudos in vivo e in vitro demonstraram que essa molécula é capaz de regular os
principais eventos celulares envolvidos no processo de reparo, ou seja, proliferagéo,
migracdo e diferenciacdo (11, 62). Assim, é possivel que TGFB1 desempenhe um
papel chave na sinalizagdo dos eventos envolvidos tanto com as dentinogéneses

primaria e secundaria, quanto com a terciaria. Por fim, sua habilidade em estimular a
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producdo de componentes da matriz extracelular e, a0 mesmo tempo, de funcionar
como um potente imunossupressor faz do TGFB1l um forte candidato para
manutencdo da homeostasia do tecido pulpar e como regulador do processo de
reparo (63, 64).

Além de fatores de crescimento, outras citocinas inflamatérias também
modulam os eventos envolvidos com o reparo dentindrio (65). Direta ou
indiretamente, injdrias que recaem sobre o complexo dentino-pulpar estimulam a
producdo e liberagdo desses mediadores inflamatorios por diversas células
presentes na polpa dentéria, incluindo odontoblastos, células do sistema imune e
fibroblastos (66, 67).

O processo imuno-inflamatério resultante da liberacdo dessas moléculas é
necessario para proteger a polpa das agressdes e acompanha ou precede 0s
eventos de reparo (68). No entanto, sua presenca pode dificultar ou até mesmo
evitar que tais eventos ocorram (12). De fato, € classicamente demonstrado que a
presenca de inflamag&o impede a formacao de dentina terciaria (69, 70). As razbes
para falhas na formacdo de tecido dentinario ndo sdo completamente
compreendidas. Além dos danos diretos causados ao tecido devido a liberagédo de
enzimas proteoliticas, tais como metaloproteinases de matriz (MMPs), que
degradam a matriz extracelular e os contatos celulares, e de mediadores
inflamatorios que apresentam efeitos deletérios sobre DNA, proteinas e lipideos,
resultando em morte celular, outros mecanismos sdo propostos para explicar o efeito

negativo da inflamagé&o no processo de reparo (12).

Ja foi demonstrado que tanto células-tronco mesenquimais quanto
odontoblastos expressam, em sua superficie, receptores de reconhecimento padréo
denominados receptores Toll-like (TLR), que estédo relacionados com a ativagédo da
imunidade inata, sugerindo, assim, um possivel papel dessas células na resposta
imuno-inflamatéria. Esses mesmos estudos indicam que a ativagdo dos TLR induz a
expressdo de mediadores inflamatdrios, relacionados com o fator nuclear kB (NF-kB)
ao mesmo tempo em que inibe a diferenciacdo de células-tronco e a sintese de
constituintes da matriz extracelular pelos odontoblastos (71, 72). Dessa forma, é

possivel que a formacdo de dentina terciaria seja modulada por mecanismos que
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envolvem uma alteracdo no padrdo de expressdo génica de células primariamente

relacionadas com o reparo, reorientando-as para desempenhar funcdes de defesa.

E possivel ainda que a natureza, a quantidade e o tempo de ag&o de citocinas
liberadas em resposta a injurias possam influenciar a formagéo da dentina terciaria.
Em concentracdes relativamente pequenas, citocinas pro-inflamatérias parecem ser
necessarias para promocdo dos processos regenerativos, incluindo recrutamento
celular, diferenciacdo e secrecdo de matriz dentinaria. Em contraste, concentracdes
relativamente altas e por periodos mais prolongados dessas moléculas, em
consequéncia, por exemplo, de infeccbes graves ou persistentes, podem
desencadear uma resposta inflamatéria intensa que, se néo resolvida, impede direta
(via inibicdo da ativacdo de células tronco/progenitoras) ou indiretamente (via

destruicéo tecidual) o reparo dentinario (12).

Essas evidéncias fortemente sugerem que o controle da resposta inflamatéria
e imunolodgica constitui em um pré-requisito fundamental para o processo de reparo
do complexo dentino-pulpar, sendo necessario, portanto, o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas capazes de prevenir danos inflamatérios irreversiveis na
polpa, mantendo sua vitalidade e, ao mesmo tempo, proporcionando condi¢des de
reparo. Neste sentido, estratégias para o controle da resposta imuno-inflamatéria na
polpa foram recentemente sugeridas tendo como alvo o receptor gama ativado por

proliferadores peroxissomais (PPARYy) (15).

2.2. Receptores ativados por proliferadores peroxissomais

Os PPARs séo proteinas pertencentes a superfamilia dos RN, cujos membros
atuam como fatores de transcricdo regulados por ligantes (73). A superfamilia
pertencem, atualmente, 48 genes do genoma humano (74) que codificam proteinas
relacionadas com praticamente todos o0s processos fisiologicos, tais como
desenvolvimento, reproducdo, processos imuno-inflamatérios, funcao vascular,

homeostasia energética e depuracao de toxinas (75).

Os PPARs incluem trés isotipos, codificados por genes distintos, o PPARa, 0
PPARB/5 e o PPARYy, que diferem na afinidade pelo ligante, na distribui¢cdo tecidual

e nos niveis de expressdo tecidual (76). Sua nomenclatura é resultado da
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identificacdo do primeiro isotipo clonado, o PPARa, na década de 90, como alvo de
compostos xenobiodticos que induzem a proliferacdo de peroxissomos hepaticos em

roedores (77).

Os PPARs apresentam uma organizagao estrutural comum a todos os RN,
caracterizada pela presengca de dominios funcionais. S&o eles o dominio A/B, ou
regido amino-terminal, o dominio C ou dominio de ligagdo ao DNA (DBD), o dominio
D (regido de dobradica) e o dominio E ou dominio de ligacdo ao ligante (LBD), na

regido carboxi-terminal (78) (Figura 4).

A porcdo amino-terminal é o dominio menos conservado e contém uma
funcdo de ativagéo independente de ligante (AF-1). O dominio C ou DBD ¢ a regido
mais conservada e consiste de dois segmentos estruturais conhecidos como “dedos
de zinco” (zinc fingers) (75). O DBD é responsével pela ligacdo dos PPARs a regides
especificas do DNA, constituidas pela sequéncia hexanucleotidica AGGTCA,
denominadas elementos responsivos ao horménio (HRE) (73). O domino D € menos
conservado e representa uma regiao de dobradica que confere flexibilidade ao RN,
permitindo, assim, sua dimerizagdo com outro RN e, a0 mesmo tempo, sua ligagcéo
com o DNA. O dominio E ou LBD reconhece ligantes especificos, determinando,
dessa forma, a especificidade da resposta relacionada ao ligante. O LBD esta
envolvido com diversas fungdes reguladas, em sua maioria, pela ligagéo do ligante,
como translocacdo para o nucleo, dimerizagcdo, interagdo com cofatores da
transcricdo e a funcdo de ativacdo 2 (AF-2), responsavel pela ativacdo da

transcricdo dependente de ligante (78).



33

A Porcdo Dobradica Porcdo
N-terminal | C-terminal
[AEE o [«
AF1 DBD LBD
B
Ligante £
LBD
Dominiode ligagdo
ao ligante
Dominiode ligagdo
aoDNA

Figura 4: Estrutura geral dos PPARs, com a representacdo dos dominios funcionais. A-
Estrutura primaria, com a representagdo da regiao amino-terminal (dominio A/B, em que se encontra
o dominio funcdo de ativacdo 1 ou AF-1, implicado na transativacdo independente do ligante),
dominio C ou dominio de ligacdo ao DNA (DBD), dominio D (regido de dobradica), regido carboxi-
terminal ou dominio de ligacdo ao ligante (LBD, dominio E). B — Estrutura secundaria, com a

representacao das regides amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD. Adaptado de (79).

Os PPARs ligam-se aos elementos responsivos, por meio da dimerizacéo
com outro RN, o receptor retindide X (RXR), nas por¢cbes 5’ e 3’, respectivamente,
sendo incapazes de se ligar como mondmeros (80, 81). As sequéncias especificas
nas quais o heterodimero PPAR/RXR se liga estdo presentes nas regides
promotoras dos genes-alvos e sdo denominadas de elementos responsivos dos
proliferadores peroxissomais (PPREs). Os PPREs consistem de repetigcbes diretas
de duas sequéncias hexanucleotidicas, AGGTCA, separadas por um Unico
nucleotideo (DR-1) (82)

A semelhanca dos demais RN, os PPARSs regulam a expressdo génica por
meio de trés mecanismos basicos, que envolvem ou nao a presenca do ligante. Sao

eles transativacao, repressédo basal e transrepresséo (78).
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A transativagao consiste na ativacdo da transcricdo génica de maneira ligante
dependente, por meio da ligacao direta do heterodimero PPAR-RXR aos PPREs dos
genes-alvo. Ao se ligar no PPAR, o ligante induz uma mudanga conformacional do
receptor que permite a dissociacdo coordenada dos correpressores e a associacao
dos complexos de coativadores. Estes modificam a estrutura da cromatina,
facilitando o recrutamento da maquinaria transcricional ao promotor do gene-alvo,
resultando, assim, na ativagéo da transcri¢éo (83, 84) (Figura 5).

Complexo
‘coativador

PPRE
PPAR/RXR

Figura 5: Regulacdo positiva da transcricao génica ou transativacdo dependente de ligante. A
alteracdo conformacional do receptor promovida pela ligacdo do ligante determina dissociacdo de
proteinas correpressoras, recrutamento de coativadores, interagdo com a maquinaria de transcricdo
basal da célula e, assim, ativacdo da transcricdo de genes regulados positivamente pelo PPAR
ativado. Adaptado de (79).

A repressao basal ocorre quando o heterodimero PPAR-RXR encontra-se
ligado ao PPRE na auséncia de ligante. Nesta condicdo, a conformacgéo estrutural
resultante induz o recrutamento de proteinas correpressoras que mantém a
cromatina em sua forma enovelada, impedindo, assim, as atividades da maquinaria
transcricional e dos complexos coativadores, resultando em uma represséo ativa da
expresséo génica (85) (Figura 6).
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Complexo
correpressor

VR

PPRE
PPAR/RXR

Figura 6: Represséao basal da transcri¢cdo génica na auséncia do ligante. Na auséncia do ligante,
o heterodimero PPAR-RXR é capaz de se ligar aos elementos responsivos no DNA (PPRE), recrutar

proteinas do complexo correpressor e, assim, reprimir a transcricao de genes alvo. Adaptado de (79).

Os PPARs podem também regular negativamente a expressédo génica por
meio de mecanismos dependentes de ligante, denominados de transrepressao.
Diferente da repressédo basal e da transativacédo, esse tipo de regulacdo negativa
ndo envolve a ligacdo direta do receptor aos PPREs no DNA. Embora pouco
compreendida, diversos mecanismos S80 propostos para explicar a transrepressao,
tais como interacéo direta entre PPARs ativados e outros fatores de transcricdo, o
gue impediria estes de se ligar aos elementos responsivos dos genes-alvo,
competicdo por coativadores, disponibilizacdo de proteinas que reprimem a
atividade transcricional e bloqueio da depuracdo de complexos de correpressores. A
transrepressdo é a forma como os PPARs reprimem a acdo de fatores de
crescimento relacionados com atividade proé-inflamatéria, tais como NF-kB e a
proteina ativadora 1 (AP-1) (79) (Figura 7).
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PPAR

NFxB
AP-1

Figura 7: Transrepressdo dependente ligante. Regulacdo negativa da transcricdo génica
caracterizada pela atividade antagonista do PPARYy ativado sobre a estimulagdo da expressdo génica
por outros fatores de transcricdo, como o fator nuclear Kapa B (NF-kB) e a proteina ativadora 1 (AP-
1). Adaptado de (79).

Por meio desses trés mecanismos basicos, os PPARs regulam a expressao
de diversos genes do organismo relacionados com funcdes fisioldgicas variadas, tais
como homeostasia de lipideos e glicose, resposta imuno-inflamatoria, fertilidade e
reparo tecidual, e também com condi¢des patoldgicas, incluindo dislipidemia, DM2,

cancer, inflamagéo crénica e aterosclerose (86).

A diversidade de fungdes relacionadas com os PPARs pode ser atribuida, em
parte, a variedade de ligantes endégenos lipofilicos capazes de ativar esses
receptores. Inimeros compostos lipidicos derivados da dieta e/ou resultantes do
metabolismo, como acidos graxos insaturados, espécimes lipidicos oxidados,
eicosandides e prostaglandinas ativam os PPARs, sendo estes, portanto,
considerados sensores lipidicos (87). Além disso, em concordancia com sua
variedade de funcdes, os PPARs apresentam distribuicéo tecidual ampla, embora os
niveis de expressao de cada isotipo sejam tecido-especificos (88).
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2.2.1. Receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais

O gene que codifica 0 PPARy em humanos foi mapeado no cromossomo 3
(89) e origina trés RNA mensageiros, o PPARy1, PPARy2 e PPARy3, que diferem
na extremidade 5 pela utilizagdo de promotores distintos e pelo processamento

alternativo do RNA mensageiro (90, 91).

O PPARy1 e o PPARy3 codificam a mesma proteina, isto é, PPARy1, que é
expressa em baixos niveis por uma ampla variedade de células, tais como
adipdcitos, pneumdcitos, células epiteliais do célon, bexiga, mama e prostata,
células musculares cardiacas e esqueléticas, células vasculares e macréfagos (92).
O PPARy2 origina a isoforma PPARy2, que se distingue pela presenca de 28
aminoacidos adicionais na extremidade amino-terminal, sendo seletivamente

expressa por adipocitos (93).

O PPARy foi originalmente reconhecido pelo seu importante papel na
adipogénese e na manutencdo das funcbes do tecido adiposo, especialmente a
isoforma 2, sendo a expressdo ectdpica desta suficiente para que fibroblastos em
cultura se diferenciassem em adipdcitos (94). Suas potentes a¢des na promocao da
adipogénese e na homeostasia lipidica podem ser atribuidas & sua capacidade de
regular genes especificos do tecido adiposo, como 0s envolvidos com o
metabolismo, captacdo, transporte e armazenamento de lipideos (95, 96). Por conta
dessas propriedades, o PPARy desempenha também papel chave na homeostasia
da glicose e no controle da sensibilidade a insulina (20). Sua ativacdo esta
relacionada com a melhora da acao insulinica nos tecidos-alvo e com a diminuicao
da concentracdo sérica de glicose, sendo alvo farmacolégico para o tratamento do
DM2 (97).

Em concordancia com sua ampla expressdo, o PPARy esta envolvido com
outras acBes além do controle da adipogénese e do metabolismo energético,
participando, assim, na modulacdo do ciclo celular, da diferenciacdo e da apoptose
de diversas células nas quais é expresso (21, 98). Muitos estudos in vitro indicam
que a ativagdo do PPARy por diferentes ligantes esta relacionada com efeitos
antiproliferativos. Linhagens de variados tipos de céancer, tais como de pulméo (99,

100), mama (101), prostata (102) e péncreas (103), tiveram o ciclo celular
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interrompido apods tratamento com ligantes de PPARy, e mesmo a diferenciagdo de
adipécitos parece envolver a inibicdo da progressdo do ciclo celular por este RN
ativado (104).

Em fungéo dos efeitos na modulagéo da proliferagéo celular, muitos estudos
sugerem um potencial papel anticarcinogénico do PPARye de seus agonistas.
Entretanto, sua participagdo na tumorogénese é bastante controversa (105). Alguns
estudos em roedores sugerem que ligantes de PPARy podem potencializar o
desenvolvimento de diversos tipos de céncer, como carcinomas de células de
transicdo do urotélio, hemangiossarcomas, lipossarcomas e tumores sarcomatosos,
enquanto que outros estudos em animais indicaram um efeito protetor. Estas
diferencas tém sido atribuidas a diversos fatores, tais como especificidade do
ligante, modelo animal utilizado e tipo de cancer. Além disso, ainda é questionado se
os efeitos de agonistas do PPARy sobre a formac¢&o do tumor s&o dependentes ou

independentes da ativagéo deste RN (106).

A versatilidade de fungdes desempenhadas pelo PPARy inclui também
importante papel no controle da resposta imuno-inflamatoria (107, 108), mediada
principalmente por mecanismos de transrepressdo dependente de ligante (79).
PPARy é expresso em varias células do sistema inume, tais como macréfagos,
células dendriticas, linfocitos T e B e quando ativado por ligantes pode desempenhar
acbes anti-inflamatorias que incluem inibicdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, moléculas de adesao e quimiocinas, as duas Ultimas necessarias para
o recrutamento celular, modulagdo das fungbes de células dendriticas e controle da

maturagdo de mondcitos em macréfagos (109, 110).

Suas acfes anti-inflamatorias foram inicialmente demonstradas em cultura de
mondcitos e macrofagos, nas quais observou-se o potencial de agonistas do PPARy
em inibir a expressdo de mediadores inflamatérios, tais como fator de necrose
tumoral-a (TNFa), interleucina-6 (IL-6), IL-13, metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9)
e oxido nitrico (111, 112), exercendo seus efeitos, pelo menos em parte, por meio
do bloqueio da atividade de certos fatores transcricionais relacionados a inflamacéo,
como o NF-kB e AP-1 (111).
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O papel pleiotropico do PPARy faz deste RN um alvo farmacoldgico
extremamente atraente para o tratamento de diversas doengas metabdlicas e imuno-
inflamatérias, incluindo DM2, obesidade, aterosclerose, artrite reumatoide, asma,

doencgas autoimunes e doengas degenerativas.

2.2.1.1. Agonistas sintéticos do PPARYy: glitazonas

Os primeiros compostos sintéticos identificados como agonistas de alta
afinidade do PPARy fazem parte de uma classe de agentes antidiabéticos utilizados
como sensibilizadores insulinicos no tratamento do DM2 e sdo conhecidos como
tiazolidinedionas (TZDs) ou glitazonas (19). Entre as TZDs estdo a troglitazona, a
pioglitazona e a rosiglitazona, que diferem quanto a estrutura quimica e afinidade
pelo PPARy (16).

As TZDs séo eficazes no tratamento do DM2 (113) e, em conformidade com
a ampla expressao e variedade de fungdes do PPARYy, apresentam efeitos que véao
além do controle glicémico e aumento da sensibilidade insulinica. Assim, ja foi
demonstrado que as TZDs induzem adipogénese (114), podem influenciar o ciclo
celular, a diferenciagdo e apoptose (115). Além disso, as elas sdo capazes de
modular a resposta imuno-inflamatéria de diversos tecidos, incluindo pulméo (116),
rim (117), intestino (118) e articulagdes (119), apresentando potencial
antiaterogénico, sugerido tanto em modelo animal (120) quanto em humanos (121).
Estes estudos indicam uma potencial aplicagédo destes agonistas no tratamento de

doengas inflamatorias e autoimunes.

A utilizagcdo das TZDs, contudo, tem sido contestada na prética clinica devido
aos variados efeitos adversos associados, 0os quais incluem retencdo hidrica e
edema periférico (122), ganho ponderal, por retencdo hidrica (123), aumento da
adipogénese (124) e, conforme sugerido recentemente, por indugéo de hiperfagia
(125), eventos cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca congestiva,
associada também & retencdo hidrica (126), e fratura déssea (127). Em funcéo
desses efeitos adversos, atualmente, apenas a pioglitazona encontra-se disponivel
para o tratamento do DM2. A troglitazona e a rosiglitazona tiveram sua

comercializagdo suspensa por estarem associadas, respectivamente, com
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hepatotoxicidade idiossincratica e por suspeita de aumentar o risco de doengas
cardiovasculares, tais como infarto do miocéardio (128-130). E mesmo a pioglitazona
teve sua relacdo risco-beneficio recentemente reavaliada, ap6s publicacdo de
estudos clinicos observacionais, associando-a ao risco de cancer de bexiga (131,
132).

E importante considerar que varias evidéncias sugerem que alguns dos
efeitos benéficos e também adversos das TZDs sejam mediados por mecanismos
independentes da ativagdo do PPARy (133-136) e que, embora classicamente
consideradas agonistas seletivos deste RN (19), j& foi demonstrado que as TZDs
apresentam efeitos também sobre a atividade dos outros dois isotipos, 0 PPARa e 0

PPARP/5 (137, 138).

2.2.1.2. PPARYy e o tecido pulpar

O papel do PPARYy no tecido pulpar sempre esteve relacionado com sua agéo
adipogénica, sendo utilizado como marcador especifico da diferenciagdo em
adipécitos de células da polpa, quando cultivadas em condigbes apropriadas (139-
142).

No entanto, a diversidade de efeitos benéficos do PPARYy sobre a resposta
inflamatdria em diferentes tecidos despertou o interesse de se investigar o seu papel
também na inflamag@o pulpar. Deste modo, recentemente, demonstrou-se o
potencial deste RN e de seu agonista, a rosiglitazona, em diminuir a expresséo de
mediadores da inflamacdo, tais como MMP-9, MMP-2, molécula de adeséo
intracelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo celular-1 (VCAM-1), em cultura
priméria de células da polpa estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) (14, 15). Tais
achados expandiram ainda mais as potencialidades terapéuticas de agonistas do
PPARY levantando, assim, a possibilidade de utiliza-los no controle da inflamacgao

pulpar, condicdo essa necessaria para favorecer o reparo.

Nao ha, na literatura, estudos que investigam os efeitos de agonistas do
PPARy sobre o processo de reparo e eventos celulares envolvidos. Porém, seus

efeitos sobre o tecido 6sseo sdo bem conhecidos. Estudos in vitro sugerem que
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agonistas de PPARy sdo capazes de reprimir a osteogénese e induzir a adipogénese
em células progenitoras mesenquimais (114, 143), por meio de mecanismos
variados que incluem a ativagdo de vias de sinalizagdo adipogénica
concomitantemente a supressao de vias osteogénicas (144) e inducéo de apoptose
de osteoblastos (145). Além disso, em modelos animais, o tratamento com TZDs
induz a perda 6ssea associada a supressao da osteoblastogéne, aumento de tecido
adiposo na medula 6ssea e inducdo da osteoclastogénese (146, 147). Os efeitos
antiosteogénicos de agonistas do PPARy foram observados também em modelos
animais de regeneracdo Ossea. Neles, o tratamento com rosiglitazona inibiu a
regeneracdo e aumentou o acumulo de tecido adiposo nas regibes de reparo,
sugerindo, que a regeneracgdo 0ssea possa ser significantemente comprometida com
0 uso de TZDs (148).

Com base nessas evidéncias, se faz necessario investigar se agonistas de
PPARY terdo efeitos similares no tecido pulpar, prejudicando, assim, o processo de
reparo. Abordagens farmacoldgicas, no contexto do complexo dentino-pulpar, tendo
como alvo o PPARy seriam aquelas capazes de manter os efeitos favoraveis do
controle da inflamac&o, sem apresentar efeitos adversos sobre o processo de

reparo.
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3. OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito da rosiglitazona sobre eventos relacionados com o processo
de reparo dentinario em cultura priméria de células derivadas da polpa dentéria

humana.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer culturas primarias de células derivadas de tecido pulpar de
dentes permanentes humanos.

o Verificar o efeito da rosiglitazona sobre a proliferacdo de células da polpa
dentaria humana em cultura, durante 24 e 72 horas.

e Verificar o efeito da rosiglitazona sobre a expressdo do gene que codifica o

TGFB1 por células da polpa dentéria humana em cultura, durante 7 e 14 dias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
(ANEXO A - Processo n° 044/10).

4.2. Cultura priméria de células da polpa de dentes humanos

4.2.1. Obtencéo de polpa dentaria humana

As polpas dentérias foram obtidas a partir de terceiros molares inclusos,
extraidos por razdes clinicas e cedidos por 11 pacientes com idade entre 15 e 23
anos, atendidos no Setor de Cirurgia Oral e Buco Maxilo Facial, da Divisdo de
Odontologia, do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Brasil. A doacdo dos
dentes foi autorizada pelo paciente ou responsavel, por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). Apenas dentes
higidos de pacientes saudaveis e que néo faziam uso de medicagéo sistémica foram

usados nesta pesquisa.

Imediatamente apés a extracdo e ao lado de uma chama de lamparina, os
dentes tiveram as superficies desinfetadas com alcool a 70% (v/iv) ou com
digluconato de clorexidina a 0,12%. Os tecidos moles residuais foram removidos
com auxilio de curetas periodontais (Neumar, Sdo Paulo, SP, BR) e um sulco
transversal abaixo da juncdo cemento esmalte foi realizado com broca cirlrgica
carbide (SSWhite, Lakewood, NJ, EUA) em alta rotagdo e sob refrigeracdo. Em
seguida, os dentes foram fraturados com férceps 16 (Quinelato, Rio Claro, SP, BR) e
a polpa dentéria foi removida com auxilio de pin¢ca e curetas periodontais e
transferidas para meio de cultura Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

(Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) gelado, contendo 10% de soro fetal bovino
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(SFB) (v/iv) (Invitrogen), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 1%
de anfotericina B (Gibco®) (figura 8).

Os tecidos foram, entdo, transportados até o Laboratério de Farmacologia
Molecular, localizado na Faculdade de Ciéncias da Saude e Medicina, da

Universidade de Brasilia (UnB) e mantidos a 4°C até o momento do cultivo celular.

Figura 8: Obtencdo de tecido pulpar a partir de 3° molares inclusos. A — Radiografia panoramica
com destaque para o dente 18 incluso, com indicag&o de extrac@o. B — Dente 18 ap6s limpeza de sua
superficie. C — Sulco transversal abaixo da jungdo cemento esmalte. D — Obtencéo da polpa dentaria.
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4.2.2. Cultivo primério de células da polpa do dente

As linhagens priméarias foram obtidas pela técnica de explant, ou seja, a partir

da cultura de pequenos fragmentos da polpa, denominados explantes.

Em capela de fluxo laminar, as polpas foram lavadas com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) (figura 9, A) e, em seguida, com meio DMEM (figura
9, B), ambos contendo 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 1% de
anfotericina B. O tecido pulpar foi entdo seccionado em pequenos fragmentos com
laminas de bisturi n° 15 (Solidor, Suzhou, CH) (figura 9, C) e estes foram
transferidos para placas de cultura de 6 pocos ou de 35 mm (Corning Incorporation,
Lowell, MA, EUA), fixados com a ajuda de laminulas de vidro estéreis (figura 9, D) e
cultivados em 1,5 mL de meio DMEM, contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de
penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 20% de SFB (figura 9, E e F).

As culturas foram mantidas em incubadoras a 37°C e com 5% de CO,, sendo
0 meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias a partir do quarto dia de cultivo. Apos a
confluéncia, a monocamada de células foi removida das placas por meio da
incubag&o com 300 pL de solugéo de tripsina a 0,5 % (p/v) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e 10 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma Aldrich)
durante 2 minutos a 37 °C. Em seguida, as células foram coletadas em tubos
conicos de 50 mL (Corning), centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e transferidas
para placas de 100 mm (Corning), contendo meio DMEM, suplementado com 2 nM
de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 10% de SFB.
Para perpetuacdo da linhagem, as células foram subcultivadas em placas de 150
mm (Corning) com o mesmo meio de cultura, sempre que a monocamada atingisse
subconfluéncia de aproximadamente 80 % da placa. Cada ciclo de tripsinizacéo e
subcultura foi considerado como uma passagem celular. A fim de se estabelecer um
estoque, as linhagens foram congeladas na segunda passagem em solugdo de
congelamento constituida por SFB e dimetilsulféxido (DMSO) a 10% (v/v) (Sigma
Aldrich). Os criotubos (Corning) foram mantidos em freezer a 85°C negativos até que
a utilizacdo das células fosse necessaria. Para esta pesquisa, apenas células entre
a terceira e quinta passagens foram utilizadas, em funcdo da senescéncia celular e
do selecionamento do fenétipo para uma linhagem mais fibroblastica, com o avanco

da expanséo da cultura (149, 150).
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Figura 9: Etapas para cultivo do tecido pulpar pela técnica de explant. A — Lavagem da polpa
dentaria com PBS. B — Lavagem da polpa dentaria com meio de cultura. C — Obtencdo dos
fragmentos pulpar por meio de sec¢do da polpa dentaria com laminas de bisturi. D — Fragmentos
fixados com laminulas de vidro estéreis. E — Adi¢cdo de 1,5 mL de meio de cultura. F — Fragmentos

distribuidos em 3 placas de 35 mm.
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4.3. Obtencao e preparo da rosiglitazona

A rosiglitazona, apresentada na forma de po cristalizado, foi obtida a partir da
Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, EUA) e dissolvida em DMSO para realiza¢céo
dos ensaios celulares. Nos ensaios de proliferacdo, foram testadas as
concentragcbes de 10°'M, 10°M e 10°M, considerando-se que em ensaios de
transativacao observa-se ativagao significativa do receptor a partir da concentragao
de 10”M. Para os ensaios de expressdo génica, foi avaliada a concentracéo de
10°M que, como mencionado anteriormente, ativa de forma significativa o receptor.
Além disso, esta representa uma concentragdo saturante do PPARy, sendo
considerada adequada para se investigar inicialmente o efeito da ativagdo do

receptor sobre a expressao do gene que codifica o TGF1(19) .

4.4. Ensaio de proliferacéo celular por incorporacdo de metil-*H-timidina

O efeito da rosiglitazona sobre a proliferacdo de células da polpa em cultura
foi avaliado por meio de ensaio de incorporacdo de [*H]-timidina (PerkinElmer,
Boston, MA, EUA), que consiste de um nucleotideo marcado com isétopo radioativo
em seu grupamento metila. Esse ensaio garante a marcacao especifica apenas das
células que estdo na fase S do ciclo celular. Ele baseia-se no principio de que
quanto maior for a taxa de sintese de DNA, maior sera a taxa de incorporagéo do
nucleotideo marcado. Dessa forma, assume-se que grupo gque apresentou maior

taxa de sintese de DNA apresentou também maior taxa de proliferagdo celular.

Neste ensaio, aproximadamente 2.000 células/cm® foram plaqueadas em
placas de 12 pogos (Corning) e mantidas por 48 horas em meio DMEM contendo
10% de SFB e antibidticos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e
incubadas por mais 24 horas em meio DMEM contendo 0,5% de SFB e antibidticos,
a fim de induzir quiescéncia celular. Apoés esse periodo, as células foram tratadas
com rosiglitazona nas concentracdes de 10'M, 10°M e 10°M. O grupo controle foi
tratado com o veiculo (DMSO. Os tempos de tratamento foram de 24 e 72 horas.
Nas 4 horas finais de tratamento, 0,5 uCi/ml de [*H]-timidina (atividade especifica,

40-60 Ci/mmol) foi adicionado em cada pogo das placas.
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A quantidade de [*H]-timidina incorporada ao DNA foi determinada pelo
método de precipitacdo por acido tricloroacético (TCA) (Sigma Aldrich). As células
foram lavadas gentilmente 2 vezes com PBS e mais 2 vezes com TCA a 10% em
agua destilada (v/v), ambos gelados. Em seguida, para promover a lise das células,
150 uL de hidroxido de sédio a 0,5 M (Sigma Aldrich) foram adicionados em cada
poco das placas e estas foram mantidas em banho-maria a 36°C por 30 minutos,
sob leve agitagdo. Os lisados celulares resultantes foram transferidos para tubos
especificos contendo 3 mL de liquido de cintilacdo (PerkinElmer) e levados a um
contador de emissdo de particulas . A leitura foi dada em cpm (contagem por
minuto). A taxa de proliferagéo foi calculada por meio da divisdo do valor da leitura
obtido nos lisados celulares tratados com as diferentes concentracdes de
rosiglitazona pelo valor obtido no lisado tratado com veiculo, e expressa em valores

percentuais.
4.5. Deteccgéo da expresséo génica relativa do TGFB1

Para verificar se o tratamento com rosiglitazona interfere na expressao do
gene que codifica o0 TGFP1, aproximadamente 18.000 células/cm? foram plaqueadas
em placas de 100 mm contendo meio DMEM com 10% de SFB e antibiéticos e
assim mantidas até sua confluéncia. Ap6s 24 horas de confluéncia, as células foram
tratadas com rosiglitazona na concentracédo de 10°M ou com veiculo (DMSO). Os
tempos de tratamento foram de 7 e 14 dias. A expressédo do gene que codifica o
TGFp1 foi avaliada por meio da extragdo do RNA total seguida da sintese de DNA
complementar (cDNA) por transcricédo reversa e amplificagdo por reagédo em cadeia

da polimerase em tempo real/quantitativa (RT-PCRQ).

4.5.1. Extracdo de acido ribonucleico (RNA) total

A extracdo do RNA total das células foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen) e seguindo as recomendagfes do fabricante. Inicialmente, o meio de
cultura foi descartado (figura 10, A) e as células foram lavadas 2 vezes com PBS
(figura 10, B). Com as placas sobre gelo, 2 mL de TRIzol foram adicionados a cada
uma delas (figura 10, C) e, em seguida, as células foram removidas com ajuda de

rodos (cell scraper, Costa/Corning) (figura 10, D), transferidas para tubos de 1,5 mL
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(Axygen Incorporation, Union City, CA, EUA) e mantidas a temperatura ambiente por
5 minutos. As amostras foram entédo centrifugadas para remogéo de debris celulares
(24000 rpm, 10 minutos, 4°C) (figura 10, E) e o sobrenadante foi coletado em outros
tubos de 1,5 mL. Em seguida, 200 uL de cloroférmio (Sigma Aldrich) foram
adicionados para cada 1 mL de suspenséao (sobrenadante da etapa anterior) (figura
10, F) e a mistura foi homogeneizada em agitador de tubos, incubada por 3 minutos
a temperatura ambiente e centrifugada para separagédo das fases (14000 rpm, 15
minutos, 4°C) (figura 10, G). A fase aquosa (superior) contendo RNA total foi
transferida para novos tubos de 1,5 mL e 500 pL de isopropanol (J.T.Baker®,
Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, EUA) foi adicionado para
precipitacdo do RNA (figura 10, H), seguido de incubacdo por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugagdo (14000 rpm, 10 minutos, 4°C). O pellet
formado (figura 10, I) foi lavado com etanol (J.T.Baker®) a 75% (v/v), novamente
centrifugado (9000 rpm, 5 minutos, 4°C), seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 uL de agua deionizada (milli-Q) estéril tratada com 0,1% (p/v)
de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Aldrich). As amostras foram armazenadas em

freezer a 80°C negativos até o momento do uso.
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Figura 10: Etapas para extracdo do RNA total. A — Aspiracdo do meio de cultura. B — Lavagem com
PBS. C — Adicdo do reagente TRIzol®. D — Remoc&o das células da placa de cultura. E — Aspecto da
amostra, apds centrifugacdo para remocéo dos debris. F — Adi¢cdo de cloroférmio. G — Aspecto das
trés fases obtidas apds centrifugacdo. H — Precipitacdo do RNA total com isopropanol. Aspecto do
pellet de RNA total, formado ap6s centrifugagéo.

4.5.2. Quantificacéo, pureza e integridade do RNA total

A quantificacdo e o grau de pureza das amostras de RNA total foram
determinados por espectrometria, utilizando-se o aparelho NanoVue Plus (GE
Healthcare Life Sciences, UK, EU). As amostras foram desnaturadas a 60°C durante
10 minutos e, em seguida, 1 upL de RNA total foi transferido para o

espectrofotdmetro. A quantificacéo foi realizada no comprimento de onda de 260 nm
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e expressa em ug/uL. O grau de contaminagdo por proteinas foi verificado por meio
da raz&o entre os comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. Razdes entre 1,7 e 2,2

foram consideradas adequadas.

A integridade do RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose a
1% (p/v) em tampéo TBE 1x (Tris-borato-EDTA) por 40 minutos a 80V. O gel foi
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL em &gua destilada) e examinado sob luz
ultravioleta (UV) a fim de se avaliar a qualidade das subunidades 28s e 18s do RNA
ribossomal (RNAr). A fotodocumentacéo foi realizada com software para anélise de

imagens da Alphalmager verséo 5.5.

4.5.3. Tratamento do RNA total com DNAse |

A fim de se eliminar possiveis contamina¢des por DNA gendmico, aliquotas
das amostras contendo até 2 ng de RNA total foram tratadas com 1 unidade/uL de
DNAse | (Sigma Aldrich), por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
realizou-se inativagdo da enzima por meio da adicdo de um tampéo de inativacao
contendo EDTA (50mM) e aquecimento a 70°C, por 10 minutos. Esse procedimento

foi feito de acordo com o protocolo do fabricante da enzima.

4.5.4. Desenho dos primers

As sequéncias dos iniciadores (primers) diretos e reversos utilizadas para
amplificagdo dos genes que codificam TGFB1 e B-actina foram obtidas a partir da
literatura e fornecidas pelo IDT® (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, EUA).
O gene que codifica a B-actina, expresso constitutivamente, foi utilizado como
controle endégeno e normalizador da reacdo (gene referéncia). Os critérios de
escolha dos primers incluiram tamanho em torno de 20 nucleotideos, conteddo de
guanina e citosina (GC) entre 50 e 60%, temperatura de anelamento dos pares
proximas e em torno de 60°C e tamanho do produto de amplificacdo menor que 300
pares de base (bp). Além disso, para confirmar a especificidade dos primers, foi
feito comparacdo com as sequéncias disponiveis no banco de dados né&o

redundante do NCBI (National Center for Biotechnology Information) pelo programa
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BLASTN (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqgi). As sequéncias dos primers bem

como o tamanho do fragmento esperado apds amplificagdo encontram-se na tabela
1.

Tabela 1- Identificacdo dos pares de primers dos genes alvo e referéncia.

Gene NCBI (Gene ID) Sequéncia (5'- 3’) Tamanho (bp)

TGFp1* 7040 D- CCCAGCATCTGCAAAGCTC 101
R- GTCAATGTACAGCGTCCGCA

ACTB * 60 D- TCACCCACACTGTGCCCATCTACG 295
R- CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG

* TGFB1: fator transformador do crescimento f1; ACTB: B-actina; bp: pares de base.

4.5.5. Transcri¢ao reversa e amplificacdo por PCR quantitativo (RT-PCRQq)

A transcrigéo reversa (RT) e a amplificagcdo por PCR quantitativa (PCRQ)
foram realizadas em um Gnico passo utilizando-se o kit Power SYBR® Green RNA-
to-Ct 1-Step (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e seguindo as instrugdes
do fabricante. O produto de amplificacdo de cada amostra foi determinado pelo
sistema SYBR® Green. Este método utiliza fluoréforos que se intercalam na fita
dupla de DNA e, ao serem excitados por luz, emitem fluorescéncia, sendo a
intensidade desta proporcional & quantidade do produto de amplificagdo. A
fluorescéncia é entdo detectada e representada por meio do Ct (cycle threshold /
ciclo limiar), o qual corresponde ao niumero de ciclos de reacado necessarios para a

amplificac&o tornar-se exponencial.

As reacdes foram preparadas em placas de 96 pogos (MicroAmp Optical,
Applied Biosystems) para um volume final de 10 pL e continham 0,08 pl de Mix da
enzima RT (125x), 5 pL de Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2x), 0,2 ul (100nM)

de cada primer (concentracao inicial de 5uM) e 1 a 5ng de RNA. O volume foi
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completado com 4gua livre de RNAse e DNAse. Uma reagdo sem amostra de RNA
(controle negativo) foi realizada para cada par de primer, a fim de se verificarem

possiveis contaminacgdes.

As condi¢bes da reacdo foram as mesmas para todos os experimentos de
RT-PCRq: 30 minutos, a 48°C, para realizagéo da reagdo de transcri¢cao reversa; 10
minutos, a 95°C, para ativagdo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de 95°C, por

15 segundos, para desnaturagéo e 60°C, por 1 minuto, para anelamento e extensao.

Todos os experimentos de RT-PCRq foram realizados no equipamento
Applied Biosystems StepOnePlus™Real-Time PCR Systems e os dados obtidos

foram analisados com o programa Software StepOne v2.1.

A fim de se determinar o melhor método de quantificacdo relativa da
expressdo do gene que codifica o TGFB1, a analise de sua expresséo foi precedida
por um experimento de validacdo, necessério para demonstrar equivaléncia entre as
eficiéncias de amplificagdo dos primers do gene alvo e do gene referéncia e para

verificar a especificidade da reagéo de amplificagéo (151).

4.5.6. Validagao dos primers

4.5.6.1. Curva de eficiéncia relativa dos primers

Para determinar se as reagbes de amplificacdo do gene alvo e do gene
referéncia apresentavam a mesma eficiéncia, incialmente foi feita uma curva de
diluicdo seriada, denominada de curva padrdo, para cada par de primers, partindo-
se de uma amostra de 5 ng de RNA, diluida sequencialmente para 1 ng, 0,2 ng e
0,04 ng (fator de diluicdo 5). As reagbes para cada concentracdo de RNA foram
realizadas em triplicata. Em seguida, as médias dos valores dos Ct obtidos na
reacdo de amplificacdo do gene alvo, gerados para cada diluicdo, foram subtraidas
pelas médias dos valores dos Ct obtidos na reacdo de amplificacdo do gene
referéncia e estas variagdes (ACt = Ct avo — Ct referencia) foram representadas
graficamente em relagéo ao log da diluigcdo correspondente para criar uma regressao

linear semi-log. Para ser equivalente, a inclinagéo da reta, correspondente ao valor
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“a” da equacgéo da reta (y= ax + b) deve ser < 0,1 e > -0,1. A curva de eficiéncia

relativa foi realizada com o programa Microsoft Excel, versdo 2010 para Windows.

4.5.6.2.Curvas de dissociagao dos primers

Curvas de dissociagédo do produto de amplificagcdo (curvas de melting) foram
realizadas para cada par de primers, a fim de se verificar sua especificidade,
confirmando a auséncia de formag¢@o de dimeros de primers e/ou de produtos
inespecificos de amplificacdo, o que poderia interferir na quantificacdo real do
transcrito alvo. As curvas foram feitas apds a reacdo de PCRq, aumentando-se
gradativamente a temperatura (acréscimos de 0,3 °C) de 60 °C para 95 °C. Neste
procedimento, a medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia decresce. O
ponto correspondente ao decaimento mais acelerado do sinal de fluorescéncia é
denominado de temperatura de dissociagdo Tm (melting temperature) e determina o
momento em que o produto de PCR apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita
simples. A Tm é especifica para cada sequéncia de DNA amplificada. Assim,
espera-se que apenas um pico de decaimento seja detectado para cada par de
primers utilizado. Os dados obtidos foram analisados em um gréfico da razéo entre a
derivada da fluorescéncia e a derivada da temperatura (dF / dT) em relagdo a

temperatura.

4.5.7. Quantificagéo relativa do gene que codifica o TGFB1

Apos validacdo, as reacdes de RT-PCRq foram realizadas para o gene
TGFB1 nas amostras tratadas ou nao tratadas (calibrador) com rosiglitazona (10°M),
utilizando-se 1 ng de RNA de cada uma. Os valores dos Ct obtidos para todas as
amostras foram normalizados em funcdo do controle endégeno (B-actina) por meio
da subtragéo do Ct do gene alvo pelo Ct do gene referéncia (ACt). A quantificagéo
relativa da expressé@o do gene que codifica o TGFB1 foi feita utilizando-se o método
de comparacdo de Ct ou AACt. Por este método, a expressdo relativa do gene
correspondera ao valor obtido pela férmula aritmética 2 AAConde AACt = ACE amostras

- ACt calibrador-
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4.6. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos
3 vezes de forma independente, utilizando-se, para cada um, polpas de doadores

diferentes.

Os resultados do ensaio de proliferagdo celular foram apresentados como
média * erro padréo da média (EPM) da taxa de proliferagdo dos grupos tratados
com rosiglitazona, em relagdo ao grupo tratado com veiculo (controle). Os dados
foram representados em porcentagem. O teste estatistico empregado foi analise de

variancia (ANOVA), seguida da comparagdo multipla de Newman-Keuls.

Os resultados da expresséo relativa do gene que codifica o TGFB1 também
foram apresentados como média + EPM da expressdo nos grupos tratados com
ligante, em relagdo ao grupo tratado com veiculo (controle). A analise dos dados foi

realizada através o teste t de Student entre cada grupo tratado e o grupo controle.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad

5.0 para Windows. O critério de significancia foi o valor p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Estabelecimento de cultura priméaria de células da polpa de dentes

humanos

Foram estabelecidas 9 culturas primérias. Em geral, o tempo necessario para
se comegar a observar crescimento a partir dos fragmentos da polpa foi de 6 a 12
dias depois do inicio do cultivo. Em algumas polpas, contudo, foi possivel visualizar
migracédo celular ja no quarto dia. As células que migravam a partir dos fragmentos
eram aderentes a placa e apresentavam morfologia heterogénea, em sua maioria
com aspecto alongado e fusiforme, semelhante a fibroblastos, e algumas com
morfologia esférica (Figura 11, A). Com o avanco da proliferacdo e confluéncia, as

células foram adquirindo aparéncia predominantemente alongada (Figura 11, B).

A primeira subcultura (primeira passagem) foi realizada, aproximadamente,
entre 10 a 30 dias apos o inicio do crescimento. Da mesma forma, as células da
primeira e das demais subculturas (até a sexta) também apresentavam morfologia
predominantemente bipolar ou multipolar, com poucas células esféricas e
birrefringentes. Na cultura ndo confluente, as células encontravam-se distribuidas
por toda a superficie da placa e orientadas aleatoriamente. A medida que a
confluéncia era alcancada, as células tornavam-se mais alongadas e fusiformes,

com arranjo paralelo e em espirais claramente observados (Figura 11, C - F).

O tempo necessério para o estabelecimento do estoque celular foi de

aproximadamente 2 meses para cada linhagem priméria.



Figura 11: Aspecto morfolégico de células da polpa dentaria humana. A - Células alongadas e
algumas esféricas migrando a partir do fragmento, 8 dias apés inicio do crescimento celular. B —
Células confluentes com morfologia predominantemente alongada, 14 dias apdés inicio de crescimento
celular. C — Células com morfologia predominantemente fusiforme, distribuidas aleatoriamente na
placa de cultura, apds 4 subcultivos D — Células subconfluentes, adquirindo arranjo paralelo (4
subcultivos). E — Detalhe da morfologia fusiforme das células. F — Cultura com alta densidade celular
corada em Giemsa. Microscopia invertida com contraste de fase; A, B C e D, objetiva de 4x; E ,
objetiva de 20x; F, objetiva de 10x.
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5.2. Efeito darosiglitazona sobre a proliferagdo de células da polpa dentéaria

O efeito da rosiglitazona sobre a proliferacdo de células em cultura derivadas
da polpa dentéaria humana foi verificado por meio de ensaio de incorporacao de [3H]—

timidina.

O tratamento, por 24 horas, com doses crescentes de rosiglitazona (10‘7M, 10
®M e 10°M) provocou reducdo da proliferacdo de forma concentragdo-dependente,
mas apenas a maior concentracédo (10°M) foi capaz de reduzir a proliferacdo de
forma significativa (p=0,0173), cerca de 38 % (x 12,81 %) em relagc&o ao controle
(Figura 12).
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Figura 12: O tratamento com rosiglitazona durante 24h diminui a proliferacdo de células
derivadas de cultura primaria da polpa dentaria humana de forma concentracdo-dependente.
2.000 células/cm® foram plaqueadas em placas de 12 pocos e incubadas, por 24h, com
concentracdes crescentes de rosiglitazona (10'M, 10°M e 10°M) ou veiculo (DMSO). Nas 4 horas
finais de tratamento, 0,5 pCi/ml de [*H]-timidina foi adicionado em cada poco. Dados expressos como
média + erro padrido da média (EPM) do percentual de incorporacdo de [°H]-timidina em relaco ao
controle, de 4 experimentos independentes realizados em triplicata. * significativamente diferente (p<
0,05) do veiculo (DMSO), por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacédo de

Newman-Keuls.
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Quando as células foram incubadas por 72 horas com as mesmas doses de
rosiglitazona utilizadas no ensaio anterior (10'M, 10°M e 10°M), néo foi observado

nenhum efeito sobre a proliferagéo celular (Figura 13).
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Figura 13: O tratamento com rosiglitazona durante 72h nao tem efeito sobre a proliferacdo de
células derivadas de cultura primaria da polpa dentaria humana. 2.000 células/cm?® foram
semeadas em placas de 12 pocos e incubadas, por 72h, com concentracBes crescentes de
rosiglitazona (10'M, 10°M e 10°M) ou veiculo (DMSO). Nas 4 horas finais de tratamento, 0,5 pCi/ml
de [*H]-timidina foi adicionado em cada poco. Dados expressos como média + EPM do percentual de
incorporacdo de [*H]-timidina em relacdo ao controle, de 3 experimentos independentes realizados

em triplicata, analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacdo de Newman-Keuls.
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5.3. Efeito da rosiglitazona sobre a expresséo do gene que codifica o TGFf1,

em cultura priméria de células da polpa dentaria humana

A avaliacdo da expressédo do gene que codifica do TGFB1 em cultura priméaria
de células da polpa dentéria humana em resposta ao tratamento com rosiglitazona
foi precedida de extracdo do RNA total celular, andlise de sua qualidade e

integridade, e validagdo da PCR (andlise da eficiéncia e especificidade dos primers).

5.3.1. Analise da qualidade do RNA total

A qualidade do RNA total pode interferir na analise da expressao génica por
PCRq, comprometendo os resultados. Assim, as amostras de RNA total obtidas dos
grupos celulares tratados com rosiglitazona (10°M) ou com veiculo (DMSO) por 7 e

14 dias foram avaliadas quanto ao grau de pureza e quanto a sua integridade.

Cada uma das 4 amostras das 3 culturas celulares (n=3) apresentou grau de
pureza, determinado em espectrofotbmetro pela razéo entre os comprimentos de

onda 260 nm e 280 nm, dentro do intervalo aceitavel, entre 1,7 e 2,2 (tabela 2).

Tabela 2 - Grau de pureza do RNA total.

n Amostra - RNA total Razéo 260 nm /280 nm
Controle - 7dias 1.8
1 Rosiglitazona - 7 dias 1.9
Controle - 14 dias 1.9
Rosiglitazona - 14 dias 1.9
Controle - 7dias 1.9
2 Rosiglitazona - 7 dias 1.9
Controle - 14 dias 1.9
Rosiglitazona - 14 dias 1.9
Controle - 7dias 1.8
3 Rosiglitazona - 7 dias 1.9
Controle - 14 dias 1.9
Rosiglitazona - 14 dias 1.9

n: numero do experimento.
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A integridade do RNA total foi determinada pela analise qualitativa das
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal, ap6s eletroforese das amostras em gel
de agarose a 1,5 %, corado com brometo de etideo. Quando as amostras foram
observadas sobre luz U.V., foi possivel visualizar, de forma nitida, as duas
subunidades de todas as amostras de RNA total, das 3 culturas diferentes. Além
disso, ndo foram observados rastros de degradacdo abaixo das subunidades,

confirmando, assim, integridade de cada uma delas (figura 14).

285 e - -
185""_—-

Figura 14: Andlise da integridade das subunidades 28S e 18S das amostras de RNA total. As
amostras de RNA total foram obtidas de linhagens primarias de células da polpa dentaria humana de
3 doadores diferentes, apés serem cultivadas por 7 e 14 dias com rosiglitazona (10°M) ou veiculo
(DMSO) em placas de cultura com diametro de 100 mm. A integridade das amostras foi verificada
sobre luz U.V. apds eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo. Imagem
representativa dos grupos experimentais de uma cultura. Grupos experimentais: 1 - controle (DMSO),
7 dias. 2 - rosiglitazona (10°M), 7 dias. 3 - controle (DMSO), 14 dias. 4 — rosiglitazona (10°M), 14

dias.

5.3.2. Analise da eficiéncia relativa dos primers

A andlise da expresséo génica relativa pela técnica de PCRq, utilizando-se o
meétodo de comparacdo AACt, requer que as eficiéncias de amplificacdo do gene
alvo e do gene referéncia sejam equivalentes. Dessa forma, inicialmente, uma curva

de diluicdo seriada foi realizada para cada par de primers (Figura 15, A e B). Em
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seguida, os valores dos Ct obtidos para cada diluicdo foram utilizados para
determinar a equivaléncia da eficiéncia de amplificacdo, por meio de sua
representacao grafica (log da diluicdo x ACt). A equivaléncia foi determinada pela
inclinacéo da reta gerada ao se comparar a eficiéncia do gene alvo (TGFB1) com a
do gene controle (B-actina). Pela equacéo obtida, pode ser observado que o valor
correspondente a inclinacdo da reta esta entre o intervalo — 0,1 e 0,1 (0,0671),

possibilitando, portanto, a utilizacdo do método de comparacgéo aritmético (Figura
15, C).
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/ / ’
< / [ / c:-:
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Figura 15: Genes alvo (TGFB1) e controle (B-actina) apresentam eficiéncia de amplificacdo
equivalente. Curvas de diluicao seriada foram feitas para cada par de primers, partindo-se de uma
amostra de RNA de 5 ng e diluindo-se sequencialmente para 1ng, 0,2 ng e 0,04 ng (A e B). As
diluicdes foram feitas em triplicata e as médias dos valores dos Ct do gene alvo, obtidas para cada
diluicao, foram subtraidas pelas médias dos valores dos Ct do controle. Estas variagGes (ACt) foram
representadas graficamente em fungéo do log da diluicdo correspondente (C). A inclinagdo (0,067) da
reta obtida por regressdo linear demonstra que as eficiéncias de amplificacdo dos dois pares de

primers sdo equivalentes (< 0,1 e >-0,1).
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5.3.3. Analise da especificidade dos primers

O fluoréforo presente no sistema SYBR® Green de detecgéo da amplificagédo
liga-se a qualquer DNA fita-dupla. Assim, a presenca de produtos inespecificos de
amplificagdo ou a formacdo de dimeros de primers podem comprometer 0s
resultados da quantificacéo relativa do gene de interesse. Considerando-se esses
aspectos, os primers foram avaliados quanto a sua especificidade por meio da curva
de dissociacdo do produto de amplificagéo (curva de melting). A presenca de apenas

um pico na curva indica uma amplificacdo especifica de um Unico fragmento de DNA
e auséncia de dimeros de primer (Figura 16).

_A_I ’ Melt Curve ] ‘ﬂ ’ Melt Curve

£

Figura 16: As sequéncias de primers escolhidos apresentam especificidade de amplificagéo.
Os primers dos genes alvo (TGFB1l) e de referéncia (B-actina) foram avaliados quanto & sua
especificidade de amplificacéo por meio de curvas de dissociacédo do produto de amplificacdo (curvas
de melting), realizadas ap6s reacdo de PCRQ, aumentando-se gradativamente a temperatura
(acréscimos de 0,3 °C) de 60 °C para 95 °C. A presenca de apenas um pico nas curvas demonstra a

auséncia de formacéo de dimeros e/ou de produtos inespecificos de amplificacdo. A, TGFB1; B, B-
actina.
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5.3.4. Analise do efeito da rosiglitazona na expressdo do TGFB1

A expressdo do TGFB1 em células da polpa dentaria humana, cultivadas por
7 e 14 dias com rosiglitazona (10°M) ou com veiculo (DMSO) foi analisada por RT-
PCRq.

Quando as células foram incubadas apenas com o veiculo (DMSO), ndo foi
observada variacdo da expresséo basal do TGFB1, entre os 2 tempos de cultivo.
(figura 17, A). Da mesma forma, quando as células foram incubadas, por 7 dias,
com rosiglitazona (10°M) ou veiculo (DMSO), também néo foi observada variagéo
da expresséao do TGFB1 em relagdo ao controle (Figura 17, B). No entanto, quando
as ceélulas foram incubadas com a mesma concentragdo de rosiglitazona, por 14
dias, houve um aumento significativo na expressao do TGFB1, de 1.375 (x 0.11) em

relacdo ao controle (figura 17, C).
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Figura 17: Expressdo do RNA mensageiro do TGFB1 apés 7 e 14 dias de tratamento com
veiculo (DMSO) ou com rosiglitazona. Células derivadas de cultura primaria de polpa dentaria
humana foram cultivadas em placas de 100 mm e, apés confluéncia, incubadas com veiculo (DMSO)
ou com rosiglitazona (10°M) por 7 e 14 dias. O RNA total dos grupos experimentais foi obtido e a
expressdo do gene que codifica o TGFB1 foi analisada por meio de RT-PCRg. A — N&o foi observada
variacdo do nivel de expressao basal do TGFf1 em relagdo aos dois tempos de tratamento. B — Apds
7 dias de tratamento, ndo foi observada variacdo do nivel de expressdo génica do TGFB1 em relagédo
ao controle. C — Ap0Os 14 dias de tratamento, foi observado aumento significativo (1.375, + 0.11) do
nivel de expressdo génica TGFB1 em relagdo ao controle. Dados expressos como média + EPM do
nivel de expressdo do TGFB1 em relagédo ao tempo de tratamento (A) ou em relagdo ao controle (B e
C), de 3 experimentos independentes realizados em triplicata, * significativamente diferente (p< 0,05)
do veiculo (DMSO), por teste t de Student.
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6. DISCUSSAO

Evidéncias recentes sugerem que o PPARy pode modular a expressao de
moléculas relacionadas com eventos imuno-inflamatorios pulpares (14, 15). Estes
estudos, além de ampliarem os conhecimentos acerca dos mecanismos moleculares
qgue regulam a resposta de defesa do tecido pulpar, indicaram a possibilidade de se
utilizar agonistas sintéticos deste RN, da classe das TZDs, no controle da inflamacao
da polpa. Entretanto, eventos igualmente importantes no processo de reparo do
complexo dentino-pulpar, tais como proliferacdo e expressédo de genes envolvidos
com a formacdo de dentina terciaria, ndo foram abordados nesses estudos.
Considerando que estratégias terapéuticas que buscam o controle da resposta
imuno-inflamatéria pulpar devem ser ponderadas quanto aos possiveis efeitos sobre
outros aspectos relacionados com reparo dentinario, o presente estudo propds
investigar o efeito de um agonista total do PPARy, a rosiglitazona, sobre a
proliferagéo celular e sobre a expressdo de TGFB1l, em modelo experimental de

cultura primaria de células da polpa dentaria humana.

Para cumprir com 0s objetivos propostos no projeto, foram estabelecidas
culturas primarias de células da polpa dentéria humana. Além disso, foi necessario
testar e padronizar diversos protocolos que ndo eram rotina no Laboratério de
Farmacologia Molecular e no Laboratério de Histopatologia Bucal, o que demandou

tempo para superar as dificuldades metodoldgicas.

A rosiglitazona foi utilizada por ser um representante das TZDs ja
classicamente descrito como agonista de alta afinidade do PPARy (19)e por
apresentar menor custo relativo e maior facilidade de obtencdo em relacdo as

demais TZDs, como por exemplo, a pioglitazona.

A escolha do modelo experimental foi fundamentada na ampla utilizagéo da
cultura priméaria no estudo de diversos aspectos fisiopatolégicos do complexo
dentino-pulpar, incluindo comportamento celular, potencial odontogénico e

mecanismos de reparo (150), além de ser uma ferramenta essencial para obtencéo



66

e caracterizacdo de células-tronco/progenitoras mesenquimais, presentes no tecido
pulpar (39, 141). Embora apresente algumas limitagbes, como senescéncia celular,
a qual limita o tempo de trabalho com essas células, e menor taxa de proliferacéo
em comparacdo com linhagens imortalizadas, culturas primarias da polpa de dentes
humanos sdo considerados modelos de estudo vélidos (152). De fato, culturas
primérias s@o constituidas por uma populagdo celular heterogénea, que retém

muitas das caracteristicas de diferenciag@o observaveis em células in vivo (152).

A obtencao relativamente simples e acessivel do tecido pulpar, a partir de
dentes extraidos, que seriam descartados, também favorece a frequente utilizacéo
destas culturas como modelo de estudo. Assim, a decisdo de se utilizar, neste
trabalho, culturas primérias de células pulpares humanas foi fundamentada pela
semelhanca de caracteristicas que essas células preservam em relagdo ao tecido

original e, também, pela relativa facilidade de aquisicdo das polpas dentérias.

Alguns autores, contudo, sugerem a utilizacdo de linhagens -celulares
imortalizadas (153-155). Para eles, a cultura primdria consome tempo e o0s
resultados podem ser varidveis. Linhagens imortalizadas, embora retenham poucas
caracteristicas das células originais in vivo, possuem, como vantagens, a
disponibilidade quase ilimitada, maior taxa de crescimento e, muitas vezes, maior
facilidade para se trabalhar. Além disso, por serem mais homogéneas, os resultados

com elas obtidos sdo mais reproduziveis (152).

Muitas evidéncias indicam que a reprodutibilidade dos resultados de estudos
que utilizam cultura priméria de células pulpares é influenciada pelas condi¢des dos
dentes doados, em relagdo ao estado funcional (incluso ou erupcionado) (156) e
estagio de desenvolvimento (157). E possivel que tais caracteristicas possam refletir
na populacdo celular obtida e, consequentemente, no comportamento das células
durante os ensaios. Um estudo que comparou dentes inclusos e erupcionados
sugere que as caracteristicas dos dentes doados podem influenciar o padrédo de
expressdo de genes que codificam moléculas relacionadas com a matriz extracelular
(156). Outro estudo envolvendo dentes inclusos em diferentes estagios de
desenvolvimento demonstrou que células obtidas de terceiros molares, apenas com
a coroa formada, apresentavam taxa de proliferacdo maior em relagdo as taxas de

células isoladas de dentes com a raiz ja em formacgéao (157).
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Sugere-se também que a idade do doador possa influenciar as caracteristicas
funcionais das células obtidas pela cultura primaria (158). Dessa forma, a fim de se
garantirem resultados mais homogéneos e reproduziveis, apenas dentes higidos e
inclusos com a raiz jA& em formacdo e de pacientes jovens e com idades
aproximadas foram selecionados para esta pesquisa. Além disso, considerando que
existem evidéncias, na literatura, de que condi¢Bes patoldgicas sistémicas possam
influenciar a homeostasia do tecido pulpar (159-161), somente polpas dentérias de
doadores sem doengas sistémicas e que ndo faziam uso regular de medicacdes
foram utilizadas para o estabelecimento das culturas. Tais requisitos, embora
necessarios, atrasaram a coleta do material, ja que dificultaram a escolha dos

sujeitos.

As culturas primarias foram obtidas a partir do cultivo de pequenos
fragmentos da polpa dentaria, denominados explantes. Este método de isolamento,
conhecido como outgrowth, é utilizado por diversos pesquisadores para estudar
aspectos variados da fisiologia celular, sendo eficiente para obtencéo de
subpopula¢des com potencial odontogénico e/ou capazes de formar ndédulos de
mineralizagdo (162, 163). A escolha por esta técnica de isolamento deveu-se a
maior conveniéncia oferecida por ela em relacdo a simplicidade de execucdo e ao
baixo custo, quando comparada ao outro método de isolamento, por digestao
enzimética. No entanto, embora seja mais simples, o isolamento por outgrowth
necessita de um tempo maior para que um numero suficiente de células migre do
fragmento para a placa de cultura e, consequentemente, um maior tempo para o
estabelecimento de um estoque celular adequado. Além disso, linhagens celulares
obtidas a partir do subcultivo de culturas primérias isoladas por outgrowth
apresentaram taxa de proliferacdo menor em relacdo aquelas isoladas por digestao

enzimatica (150).

O isolamento por digestdo enzimatica permite que diferentes tipos de células
sejam liberados durante a dissociagao do tecido (141), ao passo que, no outgrowth,
a cultura sera constituida somente por células capazes de migrar do fragmento para
a placa de cultura o que, possivelmente, resulta em menor heterogeneidade (152).
De fato, enquanto diferentes padrbes de colbnia celulares séo estabelecidos pelo
método de digestdo enzimatica (141), as células de culturas por outgrowth tendem a

ter morfologia mais homogénea, a maioria fusiformes, semelhantes a fibroblastos
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(163, 164). Assim, conforme Huang e colaboradores sugeriram, diferentes métodos
de isolamento podem originar diferentes populacées ou linhagens de células
pulpares, o que explica as diferengas na taxa de proliferacdo. No entanto, em
relagdo a diferenciagcdo odontoblastica, os dois métodos parecem gerar ceélulas

pulpares contendo progenitores de odontoblastos (150).

No presente estudo, o tempo necessario para se observar migragéo celular a
partir dos fragmentos pulpares foi semelhante ao observado na literatura (150, 164)
e as células que migraram a partir dos fragmentos, assim como as células derivadas
das primeiras subculturas, apresentaram morfologia predominantemente alongada, a
semelhanca de estudos morfolégicos descritos por Stanislawski e colaboradores
(164). Poucas células esféricas também foram observadas. Conforme abordado
anteriormente, é possivel que o padrdo morfologico obtido e, portanto, o tipo de
populagéo celular, tenha sido determinado pelo método de isolamento utilizado. O
método de outgrowth seleciona células que sdo capazes de migrar para fora do
fragmento. Além disso, apenas aquelas capazes de se dividir perpetuam-se na
cultura. Uma vez que fibroblastos pulpares, células mesenquimais indiferenciadas,
células endoteliais e pericitos apresentam esta capacidade proliferativa e de
aderéncia, sugere-se que as culturas estabelecidas, no presente estudo, sejam
constituidas por estes diferentes tipos celulares, sendo fibroblastos pulpares o tipo
predominante (150). Ademais, € possivel que células progenitoras comprometidas
com a diferenciacdo odontobléstica estejam presentes. Avaliacdo do perfil génico
e/ou imunofenotipico dessas culturas se faz necessario, em um segundo momento,

para melhor caracteriza-las.

Estudos indicam que a expansdo da cultura seleciona a populagéo celular
para uma linhagem fibroblastica e mais diferenciada, reduzindo drasticamente a
populagdo de células progenitoras (149, 150). Dessa forma, com base nestas
evidéncias, apenas linhagens entre a terceira e quinta passagens foram utilizadas

para realizagdo dos experimentos de proliferacdo e expressao génica.
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6.1. Ensaio de proliferagcao celular

O PPARY, embora classicamente reconhecido pelo seu importante papel na
adipogénese e no controle do metabolismo energético, estd envolvido com outros
processos fisiopatologicos celulares e teciduais, como o controle do ciclo celular e
dos processos de diferenciacdo e apoptose de diversas células nas quais é
expresso (20). Considerando que a modulacdo do ciclo celular de células-
tronco/progenitoras presentes na polpa dentéria representa um dos requisitos
fundamentais para o processo de reparo dentinario (7, 165), os efeitos da
rosiglitazona, agonista do PPARy, sobre a proliferagdo de células pulpares foram
avaliados por meio de incorporagéo de [*H]-timidina. Para isso, inicialmente foram
testados e estabelecidos alguns parametros a serem utilizados no ensaio, incluindo

densidade celular, tamanho da placa de cultura e presenca ou nao de SFB.

Os resultados do presente trabalho indicaram que o tratamento com
rosiglitazona durante 24 horas diminui a proliferacdo de células pulpares de forma
concentracdo-dependente, sendo significativo na maior concentragéo (10°M). N&o
h&, na literatura, evidéncias a respeito do efeito de agonistas sintéticos do PPARy
sobre a proliferacdo de células da polpa dentaria. Contudo, seus efeitos sobre ciclo
celular de outras linhagens celulares sdo bem conhecidos, estando este RN

associado, principalmente, a um papel antiproliferativo (20).

A capacidade do PPARy ativado em inibir a proliferacdo celular foi
inicialmente demonstrada em estudo utilizando linhagem de fibroblastos
embriondrios de ratos (NIH-3T3), transfectada, de forma estavel, com as isoformas
PPARyl ou PPARYy2, e linhagem transformada de adipdcito marrom de roedores
(HIB1B), ambas cultivadas na presenga ou auséncia da pioglitazona. Neste estudo,
a ativacdo do PPARy foi suficiente para interromper o ciclo celular e, de forma
subsequente, induzir a adipogénese (104). Posteriormente, o0s efeitos
antiproliferativos do PPARy e de seus agonistas foram evidenciados em varios
modelos de céncer, como lipossarcoma (166), glioblastoma (167), de pulméo (168) e
de mama (169), e em outras linhagens celulares, incluindo culturas primarias de

musculo liso humano e de ratos (170) e fibroblastos da derme de modelos diabéticos
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de roedores (171). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho s&o consistentes

com outros apresentados na literatura.

Os mecanismos moleculares por meio dos quais o PPARy modula a
proliferagéo celular ndo sdo completamente compreendidos, mas sugere-se envolver
transativacdo e transrepressdo de moléculas que participam da sinalizagdo de
diferentes vias da regulagdo do ciclo celular, induzindo o acumulo de células nas
fases GO/G1 ou G2, podendo implicar a diferenciagdo ou apoptose (105). De fato,
células primérias de lipossarcoma humano tratadas com agonistas do PPARy
apresentaram inibicdo do crescimento celular, acimulo de lipideos e expresséo de
marcadores especificos da diferenciagdo adipogénica (166). A inducdo da
diferenciacéo foi evidenciada em outros modelos de cancer, tais como em células de
leucemia miel6ide (172). Em alguns tipos de cancer, como por exemplo, de pulméo,
dependendo das condi¢cdes experimentais (e.g. presenga ou auséncia de SFB),
agonistas do PPARy foram capazes de induzir diferenciacdo ou apoptose celular
(168). A apoptose, como causa da diminuigcdo da proliferacéo celular, foi sugerida
também em outros modelos de cancer, incluindo de mama (169), figado (173) e
cérebro (167).

Alguns mecanismos sugeridos para explicar a indugcdo de apoptose e/ou
diferenciagéo por agonistas do PPARy incluem reducéo da atividade de ligacdo ao
DNA do complexo E2F/DP (fatores de transcrigdo que regulam genes relacionados
com a progresséo do ciclo celular, em especial a sintese de DNA), via modulagéo de
sua fosforilagdo (104), aumento da expressdo de moléculas pré-apoptoticas e
inibicdo de moléculas anti-apoptéticas (174, 175), inibicdo de ciclinas D1 (proteinas
envolvidas com a progresséo do ciclo celular) e aumento da expressédo de moléculas
relacionadas com o processo de diferenciacdo (168). A diversidade de mecanismos
existentes pode ser atribuida as condigbes experimentais, bem como pode refletir

aspectos especificos relacionados a célula, espécie ou o ligante estudado (105).

Embora seja sugerido, no presente estudo, que o0 tratamento com
rosiglitazona por 24 horas diminui a proliferac@o celular, ndo é possivel inferir se os
efeitos sdo por meio de indugédo da apoptose ou via diferenciagdo celular. Sabe-se
que a diferenciacdo de células-tronco/ progenitoras presentes na polpa dentaria é

precedida da saida da célula do ciclo celular (176). No entanto, para verificar se o
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efeito antiproliferativo da rosiglitazona esta associado ao direcionamento da cultura
priméria para diferenciacdo celular, sdo necessarios estudos da expressdo de
marcadores fenotipicos, em especial odontogénicos, tais como sialofosfoproteina
dentinéria (DSPP).

Estudo em modelo animal de regeneragdo de ossos longos sugeriu que o
tratamento com rosiglitazona diminuiu a proliferacdo de células progenitoras
mesenquimais, relacionadas com o reparo 6sseo e, ao mesmo tempo, inibiu a
diferenciac@o osteoblastica e induziu a diferenciagcdo adipocitaria (148). Outro
estudo, utilizando modelo experimental in vivo e in vitro, indicou que o tratamento
com rosiglitazona induziu a apoptose de osteoblastos e ostedcitos (145). A inducédo
de apoptose celular foi observada também em estudo utilizando células-tronco
mesenquimais humanas derivadas da medula 6ssea (hMSC) tratadas com
rosiglitazona (177). Devido as semelhangas existentes entre o tecido 6sseo e o
complexo dentino-pulpar, bem como entre culturas de hMSC e células-tronco/
progenitoras derivadas da polpa, poderia ser inferido que, no presente modelo,
estaria ocorrendo inibicAo da diferenciacdo odontogénica, favorecendo a
diferenciacdo adipocitéria e/ou inducdo de apoptose. Porém, os resultados em
modelos 6sseos devem ser interpretados de maneira cautelosa, ja que diferencas
existem entre osso e dentina, no que diz respeito, por exemplo, & remodelacdo
tecidual e as potencialidades dos nichos de células-tronco/progenitoras (Huang et
Gronthos, 20009). Assim, estudos que avaliem a diferenciagdo e apoptose de
células da polpa dentaria sdo necessarios. E importante verificar também se os
efeitos observados neste estudo sdo mediados pela ativagdo do PPARy, uma vez
que existem dados sugestivos de que a modulagao do ciclo celular pela rosiglitazona

possa ocorrer por mecanismos independentes deste RN (178).

Em geral, os estudos que verificaram o papel de agonistas do PPARy sobre a
proliferagéo celular sugerem que seus efeitos séo intensificados ao longo do tempo
(167, 169). Diferente do esperado, ndo foram observados efeitos sobre a
proliferacé@o celular ap6s 72 horas de tratamento com rosiglitazona. Essa diferenca
nos resultados poderia ser atribuida as condi¢cdes experimentais, entre elas a
retirada de SFB do meio de cultura. E bem estabelecido que o SFB contém diversos
fatores de crescimento, hormbénios e vitaminas necessarios para a proliferacao

celular (152). Assim, é possivel que a privacdo desses fatores, durante todo o
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periodo do experimento, induziria a saida do ciclo celular para fase GO, tornando as

células ndo responsivas ao tratamento com a rosiglitazona.

Outra explicacdo para o resultado contraditério poderia ser a heterogeneidade
celular da cultura priméria. Por mais que critérios relacionados a escolha dos dentes
e ao numero de passagens da cultura tenham sido estabelecidos a fim de garantir
maior homogeneidade, polpas dentarias obtidas de diferentes doadores,
potencialmente, originam culturas primérias com populagdes celulares diferentes
(152). Considerando que o resultado apresentado neste trabalho representa a média
de trés experimentos independentes, utilizando células de trés doadores distintos e
em diferentes passagens, é possivel que um namero amostral maior seja necessario

para melhor esclarecer os efeitos do tratamento com rosiglitazona durante 72 horas.

Por fim, seria possivel que o tratamento relativamente prolongado com
rosiglitazona tenha inibido a expressdo do PPARy. Este mecanismo de regulagcéo
negativa mediada por ligante foi sugerido por Hauser e colaboradores, como forma
de garantir a homeostasia fisiolégica deste RN (179). Porém, para verificar se, de
fato, os resultados encontrados neste trabalho poderiam ser atribuidos a esse
mecanismo, estudos avaliando a expressdo do PPARy ao longo do tempo de

tratamento com o ligante sdo necessarios.

6.2. Efeito da rosiglitazona sobre a expresséo do gene que codifica TGFf1

Outro aspecto da ativacdo do PPARy em células da polpa dentaria € o seu
efeito sobre a expressdo do gene que codifica o TGFB1, fator de crescimento
envolvido com a diferenciacdo odontoblastica e com o processo de reparo do
complexo dentino-pulpar (37, 61). O TGFB1 apresenta efeitos pleiotropicos, estando
envolvido com varios processos biolégicos essenciais, incluindo desenvolvimento,
cicatrizagdo de feridas, processo de reparo tecidual e resposta imune (180). Sua
participagdo como molécula sinalizadora dos eventos celulares relacionados com o
reparo dentindrio tem sido amplamente investigada ao longo das duas ultimas

décadas, estando este fator de crescimento envolvido com a deposi¢do de matriz
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extracelular e com a formacdo de dentina terciaria tanto em modelos de cultura
celular (181) quanto em modelos animais (62). Assim, a decisdo de se avaliar o
efeito de um agonista do PPARy sobre a expresséo génica do TGFf1 foi justificada
pelo importante papel desempenhado por esta molécula no complexo dentino-

pulpar.

Os resultados deste trabalho indicaram que a expressao basal do TGFB1 nas
culturas primérias de células da polpa dentaria humana permaneceu constante entre
os dois tempos avaliados, 7 e 14 dias. Por outro lado, Nakashima e colaboradores,
estudando o padrdo de expressdo do TGFB1, ao longo de 28 dias, em culturas
primérias de células da polpa de dentes bovinos, sugeriu que a expressao génica
deste fator de crescimento diminui em func&o do tempo (51). Porém, ao contrario
das condicOes estabelecidas no presente trabalho, o padréo de expresséo deste
fator de crescimento foi avaliado em células cultivadas em meio de cultura com
adicdo de acido ascorbico, utilizado para induzir o fenétipo de osteo/odontoblasto.
Assim, € possivel que as diferengas encontradas entre os resultados possam ser
atribuidas ao tipo de células e também as condigbes empregadas para o cultivo

celular.

Quando as células foram cultivadas na presenca da rosiglitazona (10°M) por
7 dias, ndo foi observado nenhum efeito sobre a expressédo génica do TGFB1. No
entanto, ap6s 14 dias de tratamento com o ligante, sua expressdo aumentou.
Estudos anteriores, em sua maioria, sugerem que agonistas do PPARy, em
determinadas condi¢des, reduzem a expressdo génica e proteica deste fator de
crescimento, em diferentes modelos celulares. Estudo utilizando células mesangiais
de ratos, transfectadas de forma transiente com o promotor do gene que codifica o
TGFpB1, e cultivadas na presenca de alta concentragdo de glicose, como modelo
celular de nefropatia diabética, demonstrou que tanto rosiglitazona quanto
troglitazona reprimem a transcricdo deste promotor, ativado pela alta concentragao
de glicose (182). Outro estudo demonstrou, em cultura primaria de células
mesoteliais humanas do peritdnio, que troglitazona diminui os niveis aumentados do
TGFB1 em consequéncia também da presenca de alta concentracdo de glicose.
Esse efeito foi observado tanto para o transcrito quanto para a proteina (183). A

expressdo proteica do TGFB1, aumentada em resposta a lipoproteinas de densidade
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baixa (LDL) adicionadas ao meio de cultura, também foi reduzida pelo tratamento
com pioglitazona por 24 horas, em cultura priméaria de células do tibulo proximal de

rins de gamba (184).

Efeitos semelhantes de agonistas do PPARy sobre a expressao do TGFB1
foram observados em diferentes modelos animais, tais como de DM2 (185), de
fibrose (186) e de resposta inflamatéria (187). Em todos esses estudos, com
modelos celular e animal, os efeitos inibitérios de agonistas do PPARy sobre a
expressdo do TGFB1l foram verificados em condigbes nas quais os niveis de
expressdo deste fator de crescimento ja encontravam-se aumentados. Estes
mesmos estudos e outros sugerem que agonistas do PPARy néo apresentam efeitos
sobre a expressdo basal do TGFB1 (183, 184, 188), o que est4d em concordancia
com os resultados do presente trabalho, em relagdo ao tratamento por 7 dias. N&o
foram encontrados na literatura, até o momento da redacdo desse texto, estudos
que avaliaram, em modelos de cultura de células, o efeito de agonistas do PPARy
sobre a expressdo do TGFB1, por um periodo prolongado de tempo. Assim, é
possivel que o tratamento com rosiglitazona por 14 dias induza o aumento da

expressdo do TGFB1, ao menos em cultura de células da polpa dentéria humana,

O aumento da expressdo do TGFB1 observado pode estar relacionado com a
ativagdo de diferentes vias celulares. Um estudo com culturas primérias de
explantes da polpa de dentes humanos indicou que células induzidas a se
diferenciar em osteo/odontoblastos, por 28 dias, apresentavam expresséo génica do
TGFB1 maior do que células nédo induzidas (189). Outro estudo, com mesmo modelo
celular, demonstrou que materiais utilizados para capeamento pulpar aumentam a
expressdo deste fator de crescimento. Os autores sugeriram que 0S mecanismos
moleculares envolvidos com a capacidade destes materiais em induzir reparo
dentinério poderia ser explicada, pelo menos em parte, por este aumento na
expressdo do TGFB1 (190). Em conjunto, estas evidéncias indicam que a
diferenciac@o odontoblastica e o processo de reparo dentinério estejam relacionados
com um nivel aumentado deste fator de crescimento, o que sugere que o tratamento
com rosiglitazona poderia estar ativando vias relacionadas com a diferenciagéo
osteo/odontobléstica. Porém, os estudos que avaliam o efeito de agonistas do

PPARy sobre a diferenciacdo osteoblastica indicam que estes ligantes estdo
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relacionados com a inibicdo desta via de diferenciacdo (144). Assim, outra
possibilidade é a de que o aumento da expressdo génica do TGFB1l estaria
relacionado com a ativacdo de vias apoptéticas. De fato, tem sido demonstrado que
niveis aumentados do TGFB1 induzem apoptose celular em linhagens celulares
odontoblastica (191) e em outras linhagens, como por exemplo em células do
musculo liso vascular (192). Porém, para verificar se esta via esti sendo ativada
pela rosiglitazona, estudos que avaliem a expressdo de marcadores apopt6ticos sao

necessarios.

Analisados em conjunto os resultados de proliferacéo e expressao génica do
TGFB1, poderia-se inferir que, embora avaliados em tempos diferentes, a diminui¢céo
da proliferacéo celular em resposta ao tratamento com a rosiglitazona estaria sendo
causada por um direcionamento da cultura para diferenciacdo ou para apoptose, o
que refletiria em um aumento, mesmo que tardio, da expressao génica do TGFp1.
Conforme descrito anteriormente, tanto a diferenciacdo odontoblastica quanto a
apoptose celular relacionam-se com niveis aumentados deste fator de crescimento
(191, 192). Entretanto, tendo como referéncia os estudos em modelos 6sseos, seria
mais coerente concluir que a diminuicdo da proliferagdo poderia estar sendo
causada por um direcionamento da linhagem para um fendtipo adipocitario, e ndo
odontogénico, ou para ativagao de vias de apoptose. Em ambas as situagdes, 0s
niveis do TGFB1 encontram-se aumentados (193, 194). Assim, considerando que o
TGFB1 configura-se tanto como um marcador apoptéticos quanto de diferenciagéo
celular, investigacdes adicionais séo necessarias para melhor compreender o papel
do PPARYy na fisiopatologia pulpar. Além disso, € importante ressaltar, ainda, que os
resultados deste trabalho sdo muito preliminares, sendo necesséarios mais estudos, a
fim de se verificar se o PPARy representa um alvo farmacolégico vantajoso no
controle da resposta imuno-inflamatéria pulpar e no favorecimento do processo de

reparo dentinario.

Por fim, cabe salientar que estes resultados foram obtidos a partir de modelo
de cultura de células mantidas em meio regular de crescimento e sem a adi¢éo de
agentes que mimetizem a inflamac&o pulpar e/ou que induzam mineralizagcdo. E
possivel que, diante desses estimulos, outros efeitos possam ser encontrados. Além

disso, deve-se ter cautela na extrapolacdo dos resultados obtidos a partir de
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modelos em cultura celular, uma vez que, embora vélidos, estes modelos néo

simulam as condicdes fisioldgicas reais.
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. CONCLUSAO

e Foram estabelecidas culturas primarias de células pulpares humanas obtidas
a partir de terceiros molares inclusos de individuos jovens.

¢ O tratamento com rosiglitazona, durante 24 horas, diminuiu a proliferacédo de
células da polpa dentéria humana em cultura.

¢ O tratamento com rosiglitazona, durante 72 horas, néo alterou a proliferacéo
de células da polpa dentaria humana em cultura.

e O tratamento de células da polpa dentaria humana em cultura com
rosiglitazona, durante 7 dias, ndo alterou a expresséo do gene que codifica o
TGFpB1.

e O tratamento de células da polpa dentaria humana em cultura com
rosiglitazona, durante 14 dias, aumentou a expressdo do gene que codifica o
TGFpB1.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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O senhor (a) ndo terd nenhum custo e ndo receberd a0 icipar desta pesquisa. O (A) senhor (a)
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Eu,

autorizo doar meu(s) dente(s) para pesquisa “Avaliagdo in vitro do el‘mo da rosiglitazona, agonista do PPARgama, sobre células

pulpares humanas”, ciente de que este(s) foi/foram dos por indi péutica, como em meu prontudrio.
Concordo com todos os itens abordados no termo de i livre ¢ esclarecid
Assi do doador ou resp 1
RGn:
Pesquisador responsével
RGn:
Assinatura
Brasilia, de de
Observagdo: Este termo de i Livre e Esclarecido esta ap do em duas copias, das quais uma ficard com o

voluntirio da pesquisa.

Informagdes obre a aprovagio dessa pesquisa podem ser obtidas no Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos (CEP-FS/UnB)
pelo telefone 3307-3799.
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