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RESUMO

Meneses CCB. Papel de Endocanabinoides na modulag&o de células-tronco de
Papila Apical in vitro [tese]. Sdo Paulo: Universidade de S&ao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2020. Versao Corrigida

A papila apical representa uma fonte de odontoblastos primarios, importantes
durante a rizogénese. A instalagdo de um processo inflamatério na polpa pode
evoluir para a necrose e interrupcdo da rizogénese. Dentre os mediadores
envolvidos nestes processos inflamatérios estdo os Endocanabindides (ECbs)
Anandamida (AEA) e 2-araquidonoailglicerol (2-AG), que podem modular diferentes
fungdes celulares através da ativagao dos receptores canabindides (CB) 1 e 2, ou do
receptor potencial transitério vaniléide 1 (TRPV1). O objetivo deste estudo foi
investigar a expressao génica de componentes do Sistema Endocanabindide (ECS)
e de TRPV1 em células-tronco de papila apical (stem cells of the apical papila,
SCAPs), bem como o papel dos ECbs na modulagédo de fungdes celulares. SCAPs
obtidas a partir de terceiros molares foram isoladas e estimuladas com LPS para
avaliar a viabilidade celular, diferenciagao, produgao de citocinas e expressao génica
dos componentes do ECS, compondo as Fases 1 e 2 deste estudo. Na Fase 3,
SCAPs foram tratadas com o antagonista de TRPV1 capsazepina (CPZ) e LPS. Na
fase 4, SCAPs foram ativadas com os ECbs exdgenos AEA e 2-AG para avaliar a
viabilidade, diferenciagdo celular, produgédo de citocinas e a expressao génica de
marcadores de mineralizagcdo. Apos 7 dias, ndo houve alteracdo na viabilidade de
SCAPs apés tratamento com LPS, mas ocorreu aumento na diferenciagéo celular no
grupo tratado com LPS (0,1ug/mL), quando comparado ao grupo controle.
Observou-se redugcdo na produgdo de Osteoprotegerina (OPG) nos grupos
estimulados com LPS a 0,1 e 10ug/mL e aumento de MCP-1 (Monocyte
chemoattractant protein)/CCL-2 nos grupos com LPS a 1 e 10ug/mL, apés 24h. A
expressdo génica dos componentes do ECS e de TRPV1 foi observada em SCAPs,
porém, nao se observou expressao de CB1 e CB2. A ativacdo celular com LPS
(10ug/mL) e CPZ nao promoveu alteragao na viabilidade celular (72h), diferenciagao
(14 dias) e produgcéao de OPG e CCL-2 (24h), se comparados ao controle,
independentemente do tratamento com CPZ. Os ECbs exdgenos promoveram uma
reducdo na viabilidade celular de maneira dose-dependente, porém, AEA néo



interferiu na diferenciacdo celular, independentemente de CPZ. Ja 2-AG, em altas
concentracgodes, inibiu a diferenciacao celular. Nao se observou diferenga estatistica
na producdo de RANKL (Receptor activator of nuclear kappa-B ligand) e TNF-a
(Tumor Necrosis Factor Alpha) em nenhum grupo experimental. Houve aumento na
produgéo de OPG nos grupos estimulados com AEA (com e sem LPS) e no grupo
com 2-AG+LPS+CPZ. Ocorreu aumento na produgéo de IL-6 e CCL-2 nos grupos
tratados com 2-AG, porém, ndo houve alteragdo nos grupos tratados com AEA.
Observou-se redugao na expressdao de DMP-1 (Dentin matrix acidic phosphoprotein-
1) no grupo tratado com AEA e aumento da expressdo de DSPP no mesmo grupo
no periodo de 1 dia, comparado ao controle. Ocorreu aumento na expressao de
TGF-B1 (Transforming Growth Factor ($-1) nos grupos tratados com AEA (com e sem
CPZ) no periodo de 1 dia. Conclui-se que os principais componentes do ECS e
TRPV-1 estdo expressos em SCAPs, com excegdao de CB1 e CB2. Em altas

concentragdes, os ECbs afetam a viabilidade e diferenciacdo de SCAPs.

Palavras-chave: Células-tronco de papila apical. Endocanabinoides. Expressao

génica. Receptores canabindides. TRPV-1.



ABSTRACT

Meneses CCB. The role of Endocannabinoids in the modulation of stem cells of the
Apical Papilla in vitro [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2020. Versao Corrigida.

The apical papilla is a source of primary odontoblasts, which play an important role
during the root formation process. The initiation of an inflammatory process in the
pulp can lead to pulp necrosis and the interruption of root formation. Among the
mediators involved in inflammatory processes are the endocannabinoids (ECbs),
anandamide (AEA), and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), which can modulate different
cell functions by activating cannabinoid receptors (CB) 1 and 2, and the transient
receptor potential vanniloid 1 (TRPV-1). The aim of this study was to investigate the
gene expression of the components of the endocannabinoid system (ECS) and
TRPV-1 in the stem cells of the apical papilla (SCAPs) as well as the role of ECbs in
the modulation of cell functions. SCAPs were isolated and stimulated using LPS to
assess cell viability, differentiation, cytokine production, and the gene expression of
the ECS components; these experiments represent phases 1 and 2 of this study. In
phase 3, the SCAPs were treated with the TRPV-1 antagonist capsazepine (CPZ)
and LPS. In phase 4, SCAPs were activated using exogenous ECbs, AEA, and 2-AG
to assess viability, cell differentiation, cytokine production, and the gene expression
of mineralization markers. After seven days of treatment with LPS, there was no
change in SCAP viability; however, there was an increase in cell differentiation in the
group treated with 0.1ug/mL LPS, when compared with the control. A reduction in the
production of osteoprotegerin (OPG) was observed in the groups stimulated using
0.1 and 10 pg/mL LPS along with an increase in MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein) / CCL-2 in the groups treated with 1 and 10 ug/mL LPS after 24 h. The gene
expression of the components of ECS and TRPV-1 was observed in the SCAPs;
however, expression of CB1 and CB2 was not observed. Cellular activation with LPS
(10 yg/mL) and CPZ did not affect cell viability (72 h), differentiation (14 days), or the
production of OPG and CCL-2 (24 h), compared with the control, regardless of
treatment with CPZ. Exogenous ECbs promoted a reduction in cell viability in a dose-
dependent manner; however, AEA did not inhibit cell differentiation, regardless of the
presence of CPZ. At high concentrations, 2-AG inhibited cell differentiation. No



statistical difference was observed in the production of RANKL (receptor activator of
nuclear kappa-B ligand) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) between any of the
experimental groups. There was an increase in OPG production in the groups
stimulated by AEA (with or without LPS) and in the group stimulated by 2-AG + LPS
+ CPZ after 24h. There was an increase in the production of IL-6 and CCL-2 in the
groups treated with 2-AG; however, there was no change in the groups treated with
AEA. A reduction in the expression of DMP-1 (dentin matrix acidic phosphoprotein-1)
was observed in the group treated with AEA and an increased expression of DSPP
was observed in the same group in 1 day, in comparison with the control. There was
an increase in the expression of TGF-B1 (transforming growth factor -1) in the
groups treated with AEA (with and without CPZ) within 1 day. Thus, we concluded
that the main components of the ECS and TRPV-1 are expressed in the SCAPs.
However, CB1 and CB2 are not expressed in the SCAPs. Additionally, at high

concentrations, ECbs may affect SCAP viability and mineralization.

Keywords: Stem cells of the apical papilla. Cannabinoid receptors.

Endocannabinoids. Gene expression. TRPV-1.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento do elemento dental se inicia com a formacédo do germe
dental em tecido intra-6sseo e finaliza-se apds a erupg¢ao dentaria, com a conclusao
da formacdo radicular. Se durante esta fase ocorrer a instalagcdo de processos
patolégicos no elemento dental, decorrentes de carie ou trauma, que resultem em
necrose do tecido pulpar e inflamacgao periapical, podera ocorrer a interrupcéo da
rizogénese. Este fendmeno implica em significativo comprometimento estrutural do
dente afetado, que permanece com comprimento radicular deficiente e com suas
paredes dentinarias finas e fridveis (Cvek, 1992; Andreasen et al., 2002). Neste
contexto, o tratamento endoddntico convencional ndo podera ser executado, ja que
o elemento dental ndo apresenta caracteristicas que permitam o preparo mecanico e
a obturagdo convencionais. Uma das opg¢des de tratamento para estes casos € a
Apicificagéo, cujo objetivo é fornecer condi¢gdes para que haja a deposigao de tecido
mineralizado na regido apical do elemento dental, permitindo sua obturacdo. Mais
recentemente, Terapias Endoddnticas Regenerativas (Regenerative Endodontic
Treatment, RET) baseadas em principios de engenharia tecidual vem sendo
desenvolvidas, com o objetivo de fornecer condi¢des para que a neoformacéo
tecidual ocorra, permitindo a conclusdo da rizogénese (lwaya et al., 2001; Banchs;
Trope, 2004; Diogenes; Hargreaves, 2017).

A papila apical é uma estrutura presente na por¢cdo mais apical da raiz dental,
e suas células-tronco (stem cells of the apical papila, SCAPs), em condi¢cdes
fisiologicas, exercem um papel fundamental no desenvolvimento radicular. A papila
apical € conhecidamente uma fonte de odontoblastos para o tecido pulpar, sendo
estes os responsaveis pela dentinogénese, exercendo importante fungdo no
processo de formagao radicular (Zhang et al., 2013). SCAPs apresentam maior
potencial para regeneragcdo dentinaria do que as ceélulas-tronco da polpa dental
(dental pulp stem cells, DPSCs), expressando niveis mais elevados de importantes
moléculas que atuam na mediacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular
(Sonoyama et al., 2006). Por este motivo, células indiferenciadas deste tecido tém
sido foco de diversos estudos na area da Endodontia relacionada aos tratamentos
regenerativos (Sonoyama et al., 2008).
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Ainda que se associe clinicamente os processos de necrose pulpar e
interrupcdo da rizogénese, os mecanismos moleculares, bem como os mediadores
inflamatdrios envolvidos neste processo, ainda ndo sdo completamente conhecidos.

Dentre os mediadores sintetizados durante processos inflamatorios estdo os
Endocanabinoides (ECbs) que sao derivados do acido araquiddnico, e produzidos
endogenamente pelo sistema nervoso e outros sistemas do organismo (Rettori et al.,
2012). Os dois principais ECbs sao a Anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol
(2-AG), que ativam principalmente os receptores canabindides (CB) 1 e 2, e
receptores vanildides, como o receptor potencial transitério vanildide-1 (Transient
Receptor Potential Vaniloid-1, TRPV-1) (Scutt; Williamson, 2007), modulando
diversas atividades celulares (Bari et al., 2011) como proliferagdo e diferenciagéo
(Paria; Dey, 2000). Os ECbs, juntamente com seus receptores e enzimas que
participam da sua sintese e degradagdo, constituem o Sistema Endocanabindide
(ECS).

A investigacdo do papel destes mediadores na modulacdo de funcgbes e
respostas celulares a diferentes estimulos, bem como o entendimento do processo
de interrupgcdo da rizogénese, €& essencial para o progresso das terapias
regenerativas, cujo objetivo €& o restabelecimento de tecidos dentais perdidos.
Apesar de ja ter sido previamente caracterizado em diversos tipos celulares como
células do sistema imunolégico (Howlett et al., 2002), células-tronco de medula
Ossea (Scutt; Williamson, 2007), células-tronco embrionarias (Bari et al., 2011),
odontoblastos (Que et al., 2017) e células de ligamento periodontal (Qian et al.,
2010), o ECS ainda nao foi caracterizado em SCAPs.

Diante disso, a hipétese do presente estudo in vitro é a de que exista expressao
génica dos componentes do ECS e de TRPV-1 em SCAPSs, e que os ECbs atuem na
modulagao de fungdes celulares como proliferagdo, diferenciagédo, expressédo génica

de marcadores de mineralizagao e producio de citocinas inflamatérias.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RIZOGENESE

A odontogénese é um processo fisiologico complexo que compreende os
estagios histologicos de botédo, capuz e campanula, formagéo radicular e erupgéo
dental (Huang; Chai, 2012). A maioria das estruturas dentais deriva do
ectomesénquima dental, composto por uma zona de células condensadas,
provenientes do ectoderma oral. O ectomesénquima oral é formado por diversas
populagdes celulares incluindo células da crista neural, células provenientes do
mesoderma e mesénquima (Goldberg; Smith, 2004). Diversos tipos celulares
derivam da crista neural craniana, dentre eles, neurbnios, melandcitos, adipdcitos,
células mesenquimais, fibroblastos, condroblastos, condrécitos, osteoblastos,
ostedcitos, odontoblastos, cementoblastos, dentre outros (Dupin et al., 2018). Ja foi
demonstrado que sinais provenientes do ectoderma oral induzem a expressédo da
identidade odontogénica de células da crista neural (Jernvall; Thesleff, 2000).
Durante a morfogénese dental, do estagio de botdo ao de capuz, o ectomesénquima
odontogénico da origem a 2 linhagens celulares: células da papila dental, que s&o
circundadas pelo 6rgao do esmalte (epitélio do esmalte), e células do foliculo dental,
que formam as camadas celulares que revestem todo o germe dental (Tziafas;
Kodonas, 2010). Existe pouca discussao na literatura em relagdo aos limites
anatédmicos entre papila e polpa dental durante o desenvolvimento da coroa dental.
E aceito que todo o ectomesénquima dental presente no interior do érgdo do
esmalte durante o final do estagio de campanula pode ser caracterizado como papila
dental (Thesleff et al., 2001). A papila dental assume uma posigao apical em relagéo
a polpa a medida que a formagdo da coroa dental progride. Surgem entdo os
primeiros odontoblastos e a dentinogénese ¢ iniciada (Tziafas; Kodonas, 2010).

Apos a morfogénese da coroa dental, com a formac&o da matriz extracelular
do esmalte e dentina, o germe dental em desenvolvimento inicia a formagao da raiz,
estabelecendo conexbes com o osso alveolar circundante (Thomas, 1995).
Durante o processo de rizogénese, todo o tecido mineralizado da estrutura radicular
sera originado basicamente por trés estruturas: papila dental, foliculo dental e bainha
epitelial de Hertwig, que formardo todo o complexo apical (Huang; Chai, 2012).
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Quando a deposicdo de esmalte e dentina na coroa alcancam a alga
cervical do 6rgédo do esmalte, onde células do epitélio interno e externo estéo
contiguas, forma-se a bainha epitelial radicular, ou bainha epitelial de Hertwig. Esta
estrutura € composta basicamente de duas partes: a bainha propriamente dita, que
localiza-se entre a papila e o foliculo dental, e o diafragma radicular, que se projeta
para o interior da papila dental, circundando o forame apical primario.

A proliferacdo das células da bainha epitelial radicular invade a regido
radicular apical, estimulando a diferenciagdo de células mesenquimais em
odontoblastos que formardo a dentina radicular. A localizagdo anatdomica destas
células mesenquimais indiferenciadas n&o foi totalmente elucidada, podendo
corresponder a polpa ou a papila apical. Sabe-se que as células mesenquimais
indiferenciadas presentes no tecido pulpar sdo capazes de se diferenciar para repor
os odontoblastos originais perdidos. Ja as células presentes na papila apical
funcionam como uma fonte de odontoblastos primarios, que produzirdo dentina
primaria e secundaria para constituir a polpa e dentina radicular. Os odontoblastos
de reposicao, provenientes do tecido pulpar, produzirdo dentina terciaria ou
reparativa (Sonoyama et al., 2008). Juntamente com este processo, ocorre a
proliferacdo de células do foliculo dental, resultando no desenvolvimento e
determinagao da futura conformacéo radicular (Thomas; Kollar, 1989).

A bainha epitelial de Hertwig apresenta importante papel na liberacdo de
moléculas sinalizadoras essenciais para a ativagcao de células da papila e foliculo
dental. Dentre elas, a Laminina 5, proteina indutora de migragdo, adesao,
diferenciagao e proliferagao celular (Mullen et al., 1999), e o fator de crescimento
transformador beta (transforming growth factor beta, TGF-B), que induz a
diferenciagao odontoblastica de células da papila dental (Unterbrink et al., 2002). Se
houver comprometimento da estrutura da bainha epitelial de Hertwig nessa fase,
havera falhas na ativacao celular da papila dental, fornecedora de odontoblastos
primarios para o complexo dentino-pulpar, comprometendo 0 processo de

dentinogénese radicular.

ApoOs a conclusao da rizogénese, a bainha epitelial de Hertwig comecga a
sofrer fragmentagcbes em sua estrutura, permitindo que as células do foliculo dental

contactem a dentina radicular recém formada. Estas células, juntamente com células
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da bainha epitelial que sofrem uma transicdo epitélio-mesenquimal, se diferenciam
em cementoblastos, originando o cemento. Concomitantemente, fibras colagenas
secretadas por células do foliculo dental serdo imersas na nova matriz cementaria,
realizando a unido entre a superficie radicular e o osso alveolar (Huang; Chai,
2012).

2.2 NECROSE PULPAR E INTERRUPGCAO DA RIZOGENESE

ApOs a erupgdo do elemento dental na cavidade oral, a rizogenése se
completara, em média, em 24-36 meses (Shah et al., 2008). Se durante este periodo
algum processo patolégico comprometer a integridade dos tecidos responsaveis
pela formacdo da dentina e do cemento, a formagdo radicular podera ser
comprometida.

A necrose pulpar, decorrente de carie, trauma ou malformagdes dentais
(dens invaginatus ou dens evaginatus), associada a reagao inflamatoéria periapical
em dentes com rizogénese incompleta, esta comumente associada a interrupgao da
formacdo radicular. Este fendbmeno resulta em significativo comprometimento
estrutural do dente afetado, que permanecera com paredes dentinarias finas e
friaveis, além do comprimento radicular deficiente (Cvek, 1992; Shah et al., 2008).

O tratamento endoddntico em dentes com rizogénese incompleta representa
uma série de desafios para o clinico, ja que o preparo mecanico e modelagem do
canal radicular ndo podem ser realizados conforme o tratamento endoddéntico
convencional, tampouco a obturacéo tradicional podera ser completada. Isto ocorre
porque as paredes dentinarias encontram-se finas e frageis, contra indicando
qualquer procedimento que promova o seu desgaste, mesmo para a redugédo da
contaminagao presente na cavidade pulpar (Shah et al., 2008). O travamento de um
cone de guta percha, bem como o confinamento do material obturador no interior do
canal radicular € um processo extremamente complexo nestes casos, pela auséncia
de constrigado e conclusdo da formagao apical. Logo, a eliminag&do bacteriana atraves
dos procedimentos convencionais de limpeza e modelagem preconizados por
Schilder, seguida pela obturagao tridimensional do espago correspondente ao canal
radicular, ndo sao alcancados nestes casos clinicos (Schilder, 2006).
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2.2.1 Apicigénese

Em casos de dentes com rizogénese incompleta e polpa vital, sendo
necessaria a intervencao endododntica, € imprescindivel a manutencéo da vitalidade
da polpa radicular para que a rizogénese se complete fisiologicamente. Nestes
casos, o tratamento mais indicado é a pulpotomia, cujo objetivo € remover a porgéo
da polpa irreversivelmente afetada e proteger o remanescente pulpar com um
material biocompativel, mantendo-o fisiologicamente higido (Witherspoon, 2008)
(Figura 2.1). De acordo com a Associagdo Americana de Endodontia (American
Association of Endodontics, AAE), pulpotomia é a técnica na qual realiza-se a
remogado da porgdo coronaria da polpa, com o objetivo de preservar a polpa
radicular, permitindo a continuagao da formagao da raiz (Taha; Abdulkhader, 2018).
Apicigénese é o processo fisiologico de formagao radicular, incluindo o fechamento
apical. Este processo permite 0 aumento na espessura e comprimento radicular,
incluindo a conclusao da formagé&o apical sem alteragdes em sua morfologia original
(Witherspoon, 2008).

Figura 2.1 — Opg¢des de tratamento de acordo com o diagndstico e estagio de formacéo radicular

PULPITE REVERSIVEL PULPITE IRREVERSIVEL/
NECROSE PULPAR

RIZOGENESE RIZOGENESE
TERAPIA PARA COMPLETA INCOMPLETA
POLPA VITAL
|
|
| L
\/
- TRATAMENTO A
PULPOTOMIA

Fonte: Figura modificada de Shabahang (2013).
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2.2.2 Apicificagao

Nos casos de dentes com rizogénese incompleta e necrose pulpar, o
tratamento comumente preconizado € a Apicificacdo. Tal procedimento objetiva,
além da descontaminagcdo do canal radicular, dar condicbes para que ocorra a
formacdo de uma barreira de tecido mineralizado na regido apical do elemento
dental, permitindo que a obturagédo do canal radicular seja executada.

A apicificagao inclui o processo de descontaminagdo quimica da cavidade
pulpar, realizada com o auxilio de solugdes irrigadoras, seguida pela utilizacdo de
uma medicacgao intracanal, composta pela pasta de hidroxido de calcio. Desta forma,
a redugdo microbiana obtida através de métodos quimicos sera complementada pela
medicagdo intracanal. Numa segunda sessao sera realizado o procedimento cujo
objetivo é fornecer condigbes para a formagdo de uma barreira apical calcificada,
permitindo a obturagcado do canal radicular de maneira convencional.

Para a realizagdao deste procedimento, existem duas opg¢des de técnicas de
apicificagcdo a serem empregadas: mediata ou imediata. Na técnica mediata é
realizada a descontaminagdo do canal radicular seguida por trocas sucessivas de
medicagao intracanal (hidréxido de calcio) até a constatagdo de formagao de
barreira mineralizada na regido apical, que pode demorar de 6 a 24 meses (Shah et
al., 2008). As desvantagens deste recurso terapéutico compreendem a necessidade
de varias sessbes até a conclusdo do tratamento, além da possibilidade de maior
fragilizacdo da estrutura radicular pela presenga do hidroxido de calcio a longo
prazo, devido as suas propriedades higroscopicas e proteoliticas (Andreasen et al.,
2002). A barreira mineralizada, quando formada, apresenta-se comumente porosa,
nao continua e fragil, ndo proporcionando um eficiente selamento apical (Shah et al,
2008). Ja a técnica imediata consiste na realizagao de um tampao/plug apical com
Agregado de Trioxido Mineral (Mineral Trioxide Aggregate, MTA) ou outro cimento
reparador biocerdmico apos a descontaminagdo do canal radicular, seguido pela
obturagdo. Esta técnica resulta em um tratamento mais rapido, podendo ser
realizado em 1 ou idealmente 2 sessdes, com a utilizagcdo de material biocompativel
e com propriedades osteoindutoras, como o MTA ou outros cimentos bioceramicos.

Entretanto, apesar destas técnicas permitirem a resolugdo dos sinais e

sintomas clinicos da doencga, ndo permitem o restabelecimento da estrutura pulpar
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e/ou a continuidade do desenvolvimento radicular. Neste caso, € observada a
manutengao das caracteristicas morfolégicas originais da raiz, equivalentes ao inicio
do tratamento, que compreendem paredes dentinarias finas e frageis, e a
manutencdo de elevado risco de fratura nestes elementos dentais (lwaya et al.,
2001; Bose et al., 2009).

2.2.3 Terapia Endodontica Regenerativa (RET)

A pesquisa por alternativas de tratamentos em dentes com necrose pulpar e
rizogénese incompleta que permitissem a continuagdo do desenvolvimento radicular,
denominado também maturogénese (Weisleder; Benitez, 2003), introduziu a
Endodontia principios técnicos de engenharia tecidual, objetivando a regeneracgéo de
tecidos. Foi criada, desta forma, a terapia endodéntica regenerativa (Regenerative
Endodontic Therapy, RET), que possui como principal objetivo o restabelecimento da
vitalidade do tecido presente no interior do canal radicular, permitindo que a
concluséo da rizogénese seja possivel, mesmo apés a necrose pulpar (Conde et al.,
2016). Esta terapia é representada por um conjunto de procedimentos embasados
biologicamente e destinados a permitir o reparo de lesdes periapicais e a reposi¢cao
de células e tecidos do complexo dentino-pulpar (Murray et al., 2007).

A determinagcdo de um importante principio para este tratamento foi
estabelecido por Ostby (1961), quando o autor ressaltou a importancia do coagulo
sanguineo para a reestruturagédo de um novo tecido no interior do canal radicular. O
autor descreveu, através de estudos histolégicos em céaes, que o coagulo sanguineo
parecia atuar como um suporte tridimensional para a estruturagédo de um novo tecido
conjuntivo fibroso em um canal radicular vazio e previamente descontaminado.

Iwaya et al. (2001) publicaram o primeiro caso clinico de terapia
regenerativa na literatura, denominada pelos autores de revascularizagdo. Um
elemento dental com rizogénese incompleta, necrose pulpar e com presenga de
fistula foi tratado através de descontaminacdo da cavidade pulpar com solugao
irrigadora e utilizagdo de medicacéo antibidtica intracanal. Os autores ressaltaram
que a porcao coronaria da polpa contaminada foi removida, permitindo que as
células pulpares da regido apical proliferassem no espago vazio do canal radicular,
restabelecendo um novo tecido nesta regido. Afirmaram ainda que quando a

apicificagao é o tratamento de escolha para estes casos, o preenchimento do canal
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radicular com a pasta de hidréxido de calcio até a obtencdo de uma barreira
mineralizada apical impede que células viaveis proliferem no espacgo preenchido
pela pasta, eliminando a chance de que uma revascularizagao ocorra.

Banchs e Trope (2004) propuseram um protocolo para a técnica de
revascularizagdo realizada em elemento dental com rizogénese incompleta e
necrose pulpar. A técnica consistia na combinacao de desinfec¢cdo do canal radicular
através de solugéo irrigadora e utilizagdo de uma pasta tripla antibiética composta
por Ciprofloxacino, Metronidazol e Minociclina, previamente sugerida por Hoshino et
al. (1996) como medicacgao intracanal. Numa segunda sessao, os autores realizaram
a estimulacao apical através da introducdo de um instrumento explorador no canal
radicular até que um tecido vital fosse alcangado. A partir dai, um sangramento
apical foi induzido, permitindo a formagao de coagulo no interior do canal radicular e
um selamento coronario duplo foi realizado, utilizando MTA e material restaurador. O
coagulo, segundo os autores, funciona como uma matriz para a proliferagdo celular
e formacgado de novo tecido. Os autores afirmam que, a despeito do tecido pulpar
necrotico e altamente infectado, é possivel a permanéncia de tecido pulpar vital na
regiao apical, juntamente com a bainha epitelial de Hertwig, permitindo que um novo
tecido se estabeleca na cavidade pulpar apds a descontaminagao e atenuagao do
processo inflamatorio previamente instalado.

Lovelace et al. (2011) demonstraram em estudo clinico que o influxo de
sangramento apical para o canal radicular apés sua descontaminagcdo esta
associado a consideravel entrada de células-tronco mesenquimais (mesenchymal
stem cells, MSCs), juntamente com o sangramento. Este fato é relevante no campo
do tratamento endoddntico regenerativo, comprovando que estes procedimentos
sao, de fato, baseados em células-tronco. Esta constatagao de que células-tronco do
proprio paciente poderiam ser disponibilizadas para influxo no interior do canal
radicular sem a necessidade de procedimentos laboratoriais adicionais, levou
clinicos e pesquisadores a considerar principios de engenharia tecidual para
aprimorar tratamentos e protocolos, consolidando a terapia endodéntica regenerativa
(Diogenes et al., 2016).

Langer e Vacanti (1993) afirmam que deve-se atender a triade classica da
engenharia tecidual composta por células-tronco, matriz ou scaffold e fatores de
crescimento sempre que se desejar neoformacgao tecidual. Diogenes e Hargreaves
(2017) preconizam a adicao de um quarto fator de grande importancia a triade,
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correspondente a descontaminagao da cavidade pulpar, essencial para a obtengao
de maior previsibilidade e chances de sucesso no tratamento regenerativo, ja que a
presenca de elevados niveis de contaminacdo podem comprometer ou alterar a
capacidade de reparo ou regeneragao celular.

Inumeros casos clinicos de dentes com necrose pulpar e rizogénese
incompleta submetidos a tratamentos endodoénticos regenerativos vem sendo
publicados na literatura. Dentre as evidéncias de sucesso clinico, estdo: auséncia de
sintomatologia dolorosa, manutencéo fisioldgica do elemento dental e preservacéo
estética. Dentre as evidéncias de sucesso radiografico, estdo: regressdo da
rarefacdo Ossea periapical (se existente), aumento na espessura das paredes
dentinarias, aumento do comprimento radicular e fechamento apical (Thibodeau;
Trope, 2007; Jung et al., 2008; Kim et al., 2012). A explicagao para a continuagao da
formagao radicular nestes casos esta relacionada a sobrevivéncia de células
pulpares, mesmo apo6s diagnéstico clinico e radiografico de lesao periapical (Tobias
Duarte et al., 2014).

Ainda que se conheca a relagao causal entre necrose pulpar e interrupcéo da
formacédo radicular, os mecanismos moleculares envolvidos na interrup¢cédo da
rizogénese apds danos ao tecido pulpar, bem como os mediadores inflamatérios
envolvidos neste processo, ainda ndo sdo completamente conhecidos. Da mesma
forma, os processos celulares que se instalam apds a realizacdo de terapias
regenerativas pulpares, bem como a migragdo e diferenciagdo de células-tronco
para a neoformagdo tecidual, ainda n&o foram devidamente explorados e
elucidados. Diversas pesquisas cientificas vem sendo desenvolvidas a fim de
permitir a identificacdo, isolamento e estudo de populacbes de células
mesenquimais provenientes do elemento dental e areas adjacentes, permitindo a
exploragdo dos mecanismos envolvidos nos processos regenerativos.

Neste contexto, populagdes de células mesenquimais da polpa dental
(Gronthos et al., 2000) e, mais recentemente, da papila apical (Sonoyama et al.,
2006) foram identificadas, isoladas e caracterizadas. Isto permitiu o estudo do papel
destas células tanto durante processos fisiologicos de formag¢ao do elemento dental,
bem como diante de situagbes envolvendo patologias pulpares e tratamentos

regenerativos.

2.3 CELULAS-TRONCO DA POLPA (DPSCs)
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Durante a odontogénese, interagbes entre as células epiteliais do 6rgao do
esmalte e células mesenquimais da papila dental induzem a diferenciacido de
odontoblastos e ameloblastos, que produzirdo uma matriz especializada e
mineralizada, correspondendo, respectivamente, a dentina e esmalte. Uma vez
formadas, essas matrizes nao sofrem remodelagcdo como o tecido ésseo, que sofre
reabsorcdo e deposigéo fisiologica continuas ao longo da vida pos natal. Desta
forma, um dano a estrutura dentinaria devido a um trauma mecanico, substancias
quimicas ou processos patoldgicos induzira a formacéo de dentina terciaria, com o
objetivo de proteger a estrutura pulpar (Gronthos et al., 2000).

Esta dentina terciaria pode ser classificada como reacional ou reparadora,
dependendo do tipo celular que a origina: odontoblastos no primeiro caso, e células
semelhantes a odontoblastos, ou odontoblasts-like, no segundo caso. Quando a
injuria responsavel pela lesdo tecidual € de intensidade tal que ndo promova a
destruicdo dos odontoblastos, a dentina terciaria sera formada por estas células.
Porém, quando o dano provoca a destruicdo dos odontoblastos, ocorrera a sua
substituicdo por células semelhantes a odontoblastos. Estas células migram da
polpa para a regido da leséo, e entdo produzem o tecido reparador. Nestes casos, o
processo de formacgédo dentinaria é mais complexo, ja que ha necessidade de
recrutamento e migracdo de células-tronco da polpa para o local da injuria,
proliferagdo e indugcdo de diferenciagdo celular, para que entdo sejam formadas
células semelhantes a odontoblastos, que iniciardo a formagao de matriz dentinaria
(Duncan et al., 2019). A exata origem e localizagao destas células-tronco pulpares
ainda nao foi totalmente esclarecida, porém, o seu fendtipo corresponde ao de
células presentes em regides perivasculares (Shi; Gronthos, 2003). Ha relatos de
que diferentes populagdes de MSCs poderiam originar células semelhantes a
odontoblastos (Hargreaves et al., 2013), e que fibroblastos poderiam também
representar estas células que dao origem a células odontoblasts-like (Ricucci et al.,
2014). A possibilidade de recrutamento de células progenitoras e odontoblastos do
tecido pulpar para originar esse tecido reparativo levou a suposi¢céo de que o tecido
pulpar poderia representar uma fonte de células indiferenciadas ainda nao
identificadas.

Gronthos et al. (2000) identificaram e isolaram uma populagdo de células de
polpa adulta, observando que essas células eram altamente proliferativas, capazes
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de formar colonias e de regenerar um tecido, propriedades que efetivamente
permitiam classifica-las como células-tronco, recebendo a denominacgéo de células-
tronco da polpa dental ou dental pulp stem cells (DPSCs).

Os autores demonstraram, in vivo, a capacidade dessas células em originar
uma estrutura semelhante ao complexo dentino-pulpar apds serem transplantadas
utilizando a hidroxiapatita e fosfato tricalcico como carreadores, em tecidos de ratos
imunocomprometidos. Neste experimento, observou-se a formag¢ao de uma estrutura
mineralizada semelhante a dentina composta por tubulos, células semelhantes a
odontoblastos e tecido conjuntivo contendo vasos sanguineos, similar ao encontrado
no dente humano. Outros estudos utilizando DPSCs foram realizados in vivo,
comprovando a possibilidade de formacao de tecido pulpar a partir desta populagao
celular (Piva et al.,, 2017; Itoh et al., 2018), incluindo a formagdo de estrutura
dentinaria (Piva et al., 2017). A capacidade de auto-renovagdo das células
progenitoras pulpares, bem como seu potencial de diferenciagdo em condroblastos,
osteoblastos, neurbnios, adipdcitos ou células semelhantes a odontoblastos ja foi
comprovada através de estudos ex vivo (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002;
Zhang et al., 2008).

Diversas populagbes de células-tronco adultas ja foram identificadas no
elemento dental, como as provenientes de dentes deciduos exfoliados,
denominadas stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHEDs) (Miura et
al., 2003; Egusa et al.,, 2012), ligamento periodontal (periodontal ligament cells,
PDLCs) (Seo et al.,, 2004), células do foliculo dental (dental follicle stem cells,
DFCSc) (Egusa et al., 2012) e da papila apical (stem cells of apical papila, SCAPs)
(Sonoyama et al., 2006). Todas essas células apresentam capacidade de auto-
renovagao e de diferenciagdo em linhagens variadas.

2.4 CELULAS-TRONCO DA PAPILA APICAL (SCAPs)

O primeiro relato de isolamento de uma populagdo de células-tronco da papila
apical, denominada SCAPs, foi realizado por Sonoyama et al. (2006), confirmando
que esta estrutura representa uma fonte de células-tronco mesenquimais. Os
autores isolaram as células a partir de terceiros molares humanos extraidos e

observaram que a sua capacidade de formacdo de coldnias, um dos critérios
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utilizados para avaliagao de células-tronco, foi equivalente ao de outras populagdes
de células-tronco mesenquimais.

Através de imunomarcagdo e citometria de fluxo, os mesmos autores
demonstraram a positividade de SCAPs para os marcadores precoces de células-
tronco mesenquimais Estromatina (Stromatin-1, STRO-1) e CD146, previamente
identificados em células-tronco de medula éssea e da polpa dental (Gronthos et al.,
2000; Shi; Gronthos, 2003), e novamente identificados mais tarde em SCAPs
(Bakopoulou et al., 2011). Sonoyama et al. (2006) identificaram também um
marcador especifico para SCAPs, denominado CD24, n&do detectado em outras
células mesenquimais, como de medula 6ssea ou polpa dental. Neste mesmo
estudo, relataram a positividade de SCAPs para os marcadores de células-tronco
CD29, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD166, e negatividade para CD45 (marcador
de células hematopoiéticas) e CD34 (marcador de células endoteliais). SCAPs
apresentaram também positividade aos marcadores de pluripotencialidade Oct
(Octamer-binding transcription factor) 3/4 (Bakopoulou et al., 2013). Entretanto, é
importante ressaltar que essas populagdes celulares apresentam heterogenicidade,
e seu perfil molecular apresenta-se dinamico devido a sua habilidade de expressar
diferentes marcadores, dependendo de sua ativagao, diferenciagcdo ou passagem
(Ruparel et al., 2013).

SCAPs apresentam potencial para diferenciagdo em osteoblastos,
odontoblastos e em outros tipos celulares, como adipoécitos e neurénios, semelhante
ao observado em células-tronco pulpares e de medula 6ssea (Sonoyama et al.,
2006; Bakopoulou et al., 2013). Para validar esta capacidade de diferenciagdo de
SCAPs em células dentinarias funcionais, foi realizado um transplante de células-
tronco de papila apical em camundongos imunocomprometidos, utilizando particulas
de hidroxiapatita e fosfato tricalcico como carreadores. Observou-se que houve a
regeneragcdo de uma tipica estrutura dentinaria, ocorrendo a formagdo de uma
camada de dentina na superficie da hidroxiapatita e fosfato tricalcico, associada ao
tecido conjuntivo. Com isto, os autores concluiram que SCAPs representam uma
populagdo celular multipotente, comprovada pela sua capacidade de diferenciagao
em odontoblastos e adipdcitos in vitro. Esta populacdo expressa elevados niveis de
duas importantes moléculas mediadoras dos processos celulares proliferativos:

survinina, proteina inibidora de apoptose, e telomerase, enzima responsavel por
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adicionar sequéncias definidas de DNA a extremidade 3s dos cromossomos
(Sonoyama et al., 2006).

Estes mesmos autores (Sonoyama et al., 2008), em outro estudo apds dois
anos, caracterizaram a papila apical e suas células-tronco através de analise
histolégica, imunohistoquimica e de fluorescéncia. Os autores descreveram o
aspecto da papila apical associada ao apice de dentes com rizogénese incompleta
como um tecido conjuntivo de superfice lisa, facilmente destacavel da regido apical,
deixando exposto o tecido pulpar apds sua remog¢ao. Observaram também que as
células da papila apical apresentaram um potencial de proliferacdo celular de 2 a 3
vezes maior que o de células pulpares do mesmo elemento dental.
Histologicamente, os autores observaram que a papila apical é separada da polpa
por uma area rica em células, possuindo menor quantidade de vasos sanguineos e
componentes celulares. Este achado histologico foi posteriormente confirmado por
diferentes autores, apds analise de papila apical em modelo animal (Huang et al.,
2008; Tobias Duarte et al., 2014), e papila apical humana (Chrepa et al., 2017).

Diogenes e Hargreaves (2017) afirmam que o menor numero de vasos
sanguineos e componentes celulares é uma importante caracteristica que permite
que a papila apical e suas células sobrevivam a infeccdo mesmo diante de uma
periodontite apical avancada. A baixa vascularidade deste tecido permite que a
papila permanega em um estagio de demanda metabdlica baixa, com células no
estado de quiescéncia, adquirindo nutrientes e realizando trocas gasosas
principalmente por difusdo com os tecidos vizinhos. Isto permite ndo somente a
sobrevivéncia destas células diante de uma contaminag¢do do canal radicular, mas
também uma resposta a estimulos agressores de maneira favoravel ao reparo ou
regeneracgao.

Para verificar o papel funcional da papila apical na formagao radicular,
Sonoyama et al. (2008) removeram cirurgicamente esta estrutura de algumas raizes
de molares em estagio inicial de formagéo, observando a interrup¢gdo da formagéo
das respectivas raizes, apesar do tecido pulpar estar intacto. A partir deste estudo,
que foi realizado em mini-porcos, os autores concluiram que a papila apical, e néo o
tecido pulpar, € a fonte de odontoblastos primarios para a producdo da dentina
radicular.

A identificacdo dessa populagcdo de células-tronco da papila apical pode

explicar um fenémeno clinico no qual se observa a conclusdo da formacao radicular
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mesmo em dentes imaturos infectados, com periodontite apical ou abscesso, apds a
realizagao de tratamento regenerativo apropriado (Iwaya et al., 2001; Banchs; Trope,
2004; Chueh; Huang, 2006). Apdés a desinfeccao endodontica, e sob influéncia da
bainha epitelial de Hertwig, a papila apical daria origem a odontoblastos primarios,
permitindo a continuagéo da formacgao radicular (Sonoyama et al., 2008).

Em relato de caso clinico, Chrepa et al. (2017) removeram e processaram a
papila apical de um dente com necrose pulpar e rizogénese incompleta para cultura
celular, analise imunohistoquimica e microscopia confocal. Os autores observaram
que, mesmo sob condi¢des inflamatorias, SCAPs mantiveram a sua viabilidade
celular e expressaram os mesmos marcadores de células de papila apical
previamente caracterizadas e provenientes de elementos dentais higidos. Os
autores observaram, inclusive, um aumento nos potenciais de diferenciagao
osteo/odontogénica e angiogénica nestas células, quando comparadas a SCAPs
previamente isoladas. Em outro estudo utilizando modelo animal, também observou-
se maior deposigao de calcio e aumento na atividade da fosfatase alcalina (alcalin
phosphatase — ALP) em SCAPs derivadas de dentes com rizogénese incompleta e
periodontite apical induzida (Yoo et al., 2016). Portanto, sugere-se que a papila
apical € capaz de manter sua viabilidade mesmo apds a necrose pulpar, apesar do
moderado infiltrado inflamatério (Thibodeau; Trope, 2007; Tobias Duarte et al.,
2014), e que a infecgdo e inflamagao endodéntica podem alterar a sua capacidade
de diferenciagao (Chrepa et al., 2017).

No mesmo modelo de estudo animal previamente citado, Yoo et al. (2016)
utilizaram dentes imaturos com patologia pulpar e periodontite apical induzida,
observando que apds 2 semanas nao houve alteragcdo na capacidade proliferativa de
SCAPs, porém, apos 4 semanas ocorreu um aumento desta capacidade. Em
relacdo a manutencdo do estado de indiferenciacdo, dois fatores de transcricdo
reguladores de auto-renovacéo e pluripotencialidade foram avaliados: Oct4 e Sox2.
Observou-se semelhante expressao dos dois fatores em SCAPs em microambiente
inflamatorio, sugerindo que estas células mantém suas caracteristicas originais de
indiferenciagdo mesmo nestes ambientes. Contudo, diante de processos
inflamatorios severos — com intenso infiltrado neutrofilico e macrofagico — as células
expressaram niveis inferiores de Oct4 e Sox2, levando a conclusdo de que a
inflamacao severa resulta em menor propor¢ao de células em estado indiferenciado

(Yoo et al., 2016). Em sintese, pode-se afirmar que mediadores inflamatérios
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presentes em tecidos injuriados tem potencial para interferir nos sinais necessarios
ao desenvolvimento radicular.

Estudos in vivo realizados em modelo animal utilizando dentes com
rizogénese incompleta, indugdo de necrose pulpar e lesdo periapical confirmaram a
relagdo entre comprometimento pulpar e interrupgéo da rizogénese (Béttcher et al.,
2013; Tobias Duarte et al., 2014). Ao contrario dos espécimes do grupo controle,
com polpa higida, a imunomarcagao para STRO-1 e proteina 6ssea morfogenética-4
(Bone Morphogenetic Protein 4 - BMP-4) deixam de ser expressos na papila dentaria
dos grupos com necrose pulpar (Boéttcher et al., 2013), sugerindo que esses
marcadores sao sensiveis a alteragdes induzidas pela infeccao e inflamagao (Aberg
et al.,, 1997). STRO-1 é um marcador para células-tronco de tecidos dentarios e
BMP-4 & uma proteina relacionada ao desenvolvimento dental, expressa em regides
de desenvolvimento de tecidos mineralizados. Os autores observaram que em
periodos curtos de infeccdo ainda existe expressdo de STRO-1, ressaltando a
importancia dos efeitos continuos da modulacao inflamatéria sob a capacidade de
resposta das células-tronco a injuria e sua capacidade de reparo. Logo, a
capacidade de resposta satisfatéria ao tratamento regenerativo de um dente imaturo
que apresente uma infeccdo endoddntica recente sera diferente da sua capacidade
de resposta diante de uma infeccdo de longa duragdo. Portanto, a duragcdo do
estimulo nocivo parece apresentar uma maior influéncia no progndstico do que a
intensidade da inflamagéao (Béttcher et al., 2013).

Tobias Duarte et al. (2014) avaliaram histologicamente a condigdo do tecido
pulpar e da papila apical apos 30, 60 e 90 dias de infecgdo endodéntica induzida em
molares de ratos com rizogénese incompleta. Observaram que ap6s 90 dias, apesar
de nao existir tecido pulpar viavel nos trés tercos do canal radicular, a papila apical
encontrava-se vital, porém moderada ou severamente inflamada em 2/3 dos casos.
No contexto de terapias regenerativas, as células-tronco da papila apical despertam
especial interesse devido a sua localizacdo anatdmica, correspondente a regido
apical de dentes com rizogénese incompleta (Sonoyama et al., 2008). Além disso,
uma vez ativadas ou quando removidas de seu nicho, estas células sofrem diversas
modificagdes, adotando um perfil molecular ditado pelas condi¢cbes do ambiente
onde estdo inseridas (Ruparel et al., 2013). Porém, a habilidade destas células em
regenerar o tecido pulpar de dentes com necrose pulpar, aptas a restabelecer as
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fungdes dentinarias perdidas, ainda n&o foi adequadamente avaliada (Tziafas;
Kodona, 2010).

Em relagdo ao tipo de tecido formado apds os procedimentos regenerativos,
estudos em modelos humanos (Shimizu et al., 2013) e animais (Wang et al., 2010)
relatam que existe a formagdo de um tecido estruturalmente diferente do tecido
dentinario, podendo ocorrer ainda a deposi¢cdo de um tecido semelhante ao cemento
(tecido cementdide) sobre a dentina ja existente. Estes resultados provavelmente
ocorrem devido ao recrutamento de outras células progenitoras como células do
ligamento periodontal, osteoblastos ou cementoblastos para o interior do canal
radicular (Huang; Garcia-Godoy, 2014). Outra possibilidade é a de que a infecgao
possa alterar o padrao de diferenciagdo de SCAPs (Vishwanat et al., 2017).

Estes estudos ressaltam a importancia dos processos inflamatorios e
infecciosos nas alteracdes funcionais e fenotipicas de células-tronco mesenquimais
que participam da rizogénese. Neste contexto, diferentes processos moleculares
serao instalados, com a producao e liberagado de diferentes mediadores quimicos,
fatores de crescimento e citocinas. E importante que estes mecanismos sejam
investigados, bem como a sua influéncia na sobrevivéncia e funcionamento das
células que compdem a papila apical e que participam ativamente durante os
processos de rizogénese.

2.4.1 SCAPs e Lipopolissacarideo (LPS)

A progressdo das infecgbes endoddnticas em dentes com rizogénese
incompleta ocorre de maneira mais lenta do que em dentes com rizogénese
completa, devido a maior irrigagao colateral observada em dentes imaturos. Nestes
casos, a evolugdo do processo infeccioso pode ocorrer de forma mais lenta em
algumas regides da polpa e de forma mais rapida em outras. Pode ocorrer a
instalagao simultanea de areas de inflamacéo e areas de necrose pulpar, justificando
a manutencdo de algumas areas da polpa que apresentem sangramento e
sensibilidade, mesmo nos casos em que ha imagem de radiolucidez periapical e o
teste de sensibilidade térmica tenha sido negativo (Fouad, 2017).

Estas infec¢gdes endoddnticas comumente evoluem para a periodontite apical, e
sdo caracterizadas pela presenca de diversas espécies microbianas, sendo

consideradas infecgdes polimicrobianas, com a mesma variabilidade de
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microrganismos das infecgdes que acometem dentes com rizogénese completa
(Nagata et al., 2014). Dentre estas espécies estdo as bactérias Gram positivas e
Gram negativas, capazes de ativar uma resposta imunoldgica no hospedeiro através
de componentes presentes na sua parede celular. Nas bactérias Gram positivas,
destaca-se o &cido lipoteicdoido (lipoteichoic acid - LTA) e nas Gram negativas, uma
endotoxina denominada lipopolissacarideo (lipopolysaccharide - LPS) (Siqueira et
al., 2002; Staquet et al., 2011). O LPS é um complexo glicolipidico composto por um
polissacarideo hidrofilico e um dominio hidrofobico, conhecido como lipide A,
responsavel pelos efeitos bioldgicos desta endotoxina (Strachan et al., 2019). As
bactérias Gram negativas sdo comumente encontradas em polpas necréticas, sendo
0s principais microrganismos envolvidos em infecgées endodénticas (Fabricius et al.,
1982; Morrison; Ryan, 1987). Seus componentes moleculares sdo capazes de
induzir a liberagdo de citocinas inflamatérias por varios tipos celulares, incluindo
SCAPs (Zhang et al., 2013). Além disto, o LPS pode promover altera¢gdes no padréao
de diferenciagao e proliferagdo de células-tronco da polpa dental (Yamagishi et al.,
2011), do ligamento periodontal (Albiero et al., 2015) e da papila apical
(Lertchirakarn; Aguilar, 2017). Como SCAPs estéo localizadas na por¢ao mais apical
do elemento dental, estardo diretamente em contato com o LPS proveniente de
canais radiculares infectados (Lertchirakarn; Aguilar, 2017).

A concentracdo de LPS que alcanga a regido periapical ndo é conhecida,
porém, a concentracdo aproximada foi estimada em estudos utilizando o ensaio
colorimétrico limulus amebocyte lysate assay a partir de amostras diretamente
coletadas de canais radiculares, obtendo a concentracdo de 0,001 a 0,1 yg/mL. No
entanto, os autores ressaltam que este ensaio permite a coleta de apenas uma parte
das moléculas de LPS presentes no canal radicular, e que esta concentragao
poderia ser bem mais elevada do que a estimada nos estudos (Martinho et al., 2011;
Marinho et al., 2012). Em outro estudo, os autores (Jacinto et al., 2005) obtiveram a
concentragao de 0,48 a 4,42 pg/mL de LPS apds a coleta de amostras de 50 canais
radiculares, utilizando o mesmo método anteriormente citado. Diante destes valores,
diferentes estudos empregando células-tronco e LPS foram realizados, com o
objetivo de avaliar as possiveis alteragdes nas fungdes celulares, apos exposicéo a
diferentes concentracdes de endotoxina.

Kadono et al. (1999) avaliando a influéncia do LPS de P. gingivalis (1, 10 e
100ng/mL) na proliferacao e diferenciagdo osteoblastica de células de calvarias de
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ratos observaram que nao houve alteragao na viabilidade e proliferagao celular apos
21 dias. Ja em relacdo a formacao de ndédulos de mineralizacdo por estas mesmas
células, observou-se uma reducado dose-dependente apds exposi¢cao ao LPS. Os
autores concluiram que o LPS inibe a diferenciacdo osteoblastica nestas células
sem afetar sua viabilidade e capacidade de proliferacao.

Mo et al. (2008) também nao observaram alteragao na proliferagéo de células-
tronco mesenquimais (MSCs) apds exposigao ao LPS de E. coli (0,001; 0,01; 0,1 e 1
Mg/mL) apés 3 e 7 dias. J& em relacdo a diferenciacdo celular, os autores
observaram um aumento na deposi¢ao de calcio nos grupos estimulados com LPS a
1 e 10 pg/mL, apdés 14 dias. Os autores concluiram que o LPS nao alterou a
capacidade de proliferagcdo celular, mas aumentou a diferenciacdo osteogénica de
MSCs, quando comparadas ao grupo controle (sem tratamento com LPS).
Resultados semelhantes foram obtidos (He et al., 2015) ao estimular DPSCs com
LPS de E. coli (0,01; 0,1; 1 e 10 pg/mL). Os autores observaram redugdo na
viabilidade celular apos 14 dias no grupo estimulado com a maior concentracédo de
LPS (10 pg/mL), e aumento na diferenciagdo osteo/odontogénica em todos os
grupos, quando comparados ao controle.

Em estudo para avaliar os efeitos do LPS de P. gingivalis na viabilidade e
diferenciagao osteogénica de SCAPs, Letchirakarn e Aguilar (2017) observaram que
concentragbes de 0,001 e 5 yg/mL nao alteraram nenhuma destas fungdes. Os
autores nao observaram alteragbes na expressdo génica do marcador
odontoblastico sialofosfoproteina dentinaria (dentinsialophosphoprotein - DSPP), ou
do marcador cementario osteopontina (osteopontin - OPN) ap6s exposigéo ao LPS.
No entanto, na concentragdo de 5 pg/mL ocorreu um aumento significativo na
expressdao do marcador 6sseo sialoproteina 6ssea (bone sialoprotein - BSP). Os
autores concluiram que concentragcdes elevadas de LPS podem promover
alteragdes na diferenciagado osteogénica de SCAPs, caracterizada pelo aumento na
expressao de genes relacionados a regeneragao 0ssea. Os autores ressaltam que,
sem o tratamento com LPS, SCAPs expressariam DSPP de forma mais pronunciada
do que BSP (Lertchirakarn; Aguilar, 2017).

Ao avaliar o efeito do LPS de E. coli (0,01-1 ug/mL) na viabilidade, proliferagao
e expressao de genes relacionados a mineralizagao de DPSCs, os autores (Widbiller
et al., 2018) observaram que o LPS n&o alterou a viabilidade celular apés 48h e 7

dias, porém, observou-se um aumento na taxa de apoptose celular nestes periodos.
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A expresséo de genes relacionados a diferenciacdo e mineralizagdo nao foi alterada
pelo LPS, com excegéo do colageno tipo 1 a 1 (collagen type 1 a1 - COL1A1), cuja
expressdo foi reduzida apds 21 dias. Os demais genes avaliados foram DSPP,
dentin matrix acidic phosphoprotein (DMP-1) e osteocalcina (osteocalcin, OCN). Os
autores concluiram que o LPS pode exercer influéncia nos padrdes de diferenciagao
de DPSCs, devido a alteragdo na expressao de um dos genes avaliados.

Ao analisar os efeitos do biofilme de E. faecalis na expressao osteogénica de
SCAPs e no seu potencial de diferenciacdo celular, Vishwanat et al. (2017)
observaram uma reduc&o na expressao do gene dentinogénico DSPP e do gene
mineralizante ALP nestas células. Em contrapartida, ocorreu um aumento na
expressdo de genes osteoblasticos como BSP, OCN, RUNX-2 (runt-related
transcription factor 2) e DLX-5 (distal-less homeobox 5) apds exposi¢ao ao biofilme.
Em relagcdo a quantificagdo de ALP produzida por SCAPs durante o periodo de
diferenciagcdo osteo/odontogénica, observou-se sua completa auséncia nas células
expostas ao biofilme, levando os autores a concluir que antigenos bacterianos
podem limitar a habilidade de diferenciacdo de SCAPs em tipos celulares
relacionados a mineralizagao.

Nomiyama et al. (2007) avaliaram a influéncia do LPS de A.
actinomycetemcomitans Y4 (10 e 20 pg/mL) nas propriedades odontoblasticas de
células de papila apical de ratos. Os autores ressaltaram que estas células
apresentaram altos niveis de fosfatase alcalina (ALP), RUNX-2, DSPP e nédulos de
mineralizagdo. Apos a estimulagdo com LPS verificou-se que a atividade de ALP,
DSPP e RUNX-2 foram suprimidas de modo concentragdo-dependente em relagao
ao LPS. Os autores concluiram que as propriedades odontoblasticas destas células
foram reduzidas apés tratamento com LPS.

Os resultados desses estudos sugerem que as endotoxinas bacterianas podem
exercer diferentes influéncias nas fungdes celulares de viabilidade, proliferacao,
diferenciagdo e expressao génica. Observa-se que o LPS pode promover um
aumento, reducdo ou nenhum efeito nas fung¢des celulares, dependendo de fatores
como a origem das células-tronco, origem do LPS e sua concentragédo (Zhang et al.,
2013; Albiero et al., 2015; Vishwanat et al., 2017). E importante que haja a
compreensao da interrelacdo entre os processos inflamatérios e infecciosos
instalados na cavidade pulpar e as células tronco localizadas na papila apical,

importante estrutura envolvida nos processos endoddnticos regenerativos.
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2.4.2 SCAPs e Fatores de Crescimento

Fatores de crescimento sao proteinas extracelulares secretadas por diferentes
tipos de ceélulas e que se ligam a receptores, modulando atividades celulares
(Friedlander et al., 2009).

Durante a morfogénese dental, diversos fatores de crescimento e outras
moléculas sinalizadoras exercem importante influéncia nas interagcdes entre os
tecidos epiteliais e mesenquimais, promovendo a diferenciagdo celular e
desempenhando papel na regulacdo do desenvolvimento dental. Dentre estes
fatores, pode-se citar: fatores de crescimento transformadores (Transforming Growth
Factors - TGFs), fatores de crescimento insulinicos (Insuling Growth Factors - IGFs),
fatores de crescimento para fibroblastos (Fibroblast Growth Factors - FGFs) e
proteinas 6sseas morfogenéticas (Bone Morphogenetic Proteins - BMPs). O estudo
da influéncia destes fatores de crescimento na migragcdo, proliferagdo e
diferenciagao de células que participam de processos endoddnticos regenerativos é
de primordial importancia ndo s6 para o seu entendimento, mas também para a
aplicacao e desenvolvimento de novas tecnologias e protocolos clinicos.

O fator de crescimento transformador beta 1 (Transforming Growth Factor p1 -
TGF-B1) faz parte de um grande grupo de fatores de crescimento, e esta envolvido
na sintese de matriz extracelular e em diferentes processos celulares (Massagué,
1990), incluindo a odontogénese e processos reparativos (Smith et al., 1998).
Demonstrou-se, pela primeira vez na literatura, que este fator apresenta acao
quimiotatica para células de papila apical de ratos (MDPC-23) (Kwon et al., 2010).
Chang et al. (2015) observaram ainda uma maior atividade mitdtica em SCAPs
expostas a TGF-B1. Este mesmo efeito estimulatério na proliferacdo celular foi
observado em outros estudos com DPSCs, apos exposi¢cao a TGF-B1 (Shirakawa et
al., 1994; Nie et al.,, 2006). Além desta atividade relacionada a proliferagao,
observou-se também uma reducdo na expressdo de fosfatase alcalina quando
concentragdes elevadas de TGF-B1 (>5ng/mL) foram utilizadas, e aumento em sua
expressao quando baixas concentragdes deste fator de crescimento foram
empregadas (0,1-1ng/mL) tanto em SCAPs (Chang et al., 2015) quanto em DPSCs
(Shirakawa et al., 1994). Diferentemente, Nie et al. (2006) observaram apenas um
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aumento na expressdo de fosfatase alcalina relacionada aos processos de
diferenciagao osteo/odontogénica, apds exposi¢cao de DPSCs a TGF-f1 (5ng/mL).

Hwang et al. (2008) sugeriram que TGF-B1 teria papel regulador na expressao
de genes relacionados a mineralizagado durante a formagédo de dentina reparadora.
Utilizando um modelo animal, os autores compararam a expressao das proteinas
O0ssea e dentinaria, respectivamente BSP e DSPP, em dentina primaria e
reparadora. Os autores observaram uma expressao tanto de BSP quanto de DSPP
em dentina reparadora, porém, em dentina primaria foi observada elevada
expressdao de DSPP e uma expressdao muito baixa de BSP. Neste mesmo
experimento, os autores compararam a expressao destas proteinas em células
pulpares humanas e analisaram sua relagdo com a expressao de TGF-B1 durante a
formacdo de dentina reparadora. Observou-se que TGF-B1 esta relacionado ao
aumento na expressdo de BSP, mas nado esta relacionado a alteragdes na
expressao de DSPP. Os autores concluem que, possivelmente, durante a formacéao
de dentina reparadora ocorreria um aumento na expressao de TGF-1, levando a
um aumento na expressao de BSP. Neste caso, a dentina reparadora assumiria um
fendtipo mais proximo ao tecido ésseo do que ao dentinario. Diferentemente, em
outro estudo (He et al. 2004) observou-se uma relagéao entre TGF-B1 e redugéo na
expressao de DSPP em células semelhantes a odontoblastos, em modelo animal.
Palosaari et al. (2000) afirmam que TGF-B1 participa da organizagdo da matriz
organica de dentina previamente a mineralizagao, e esta relacionado a redugao na
expressdo de metaloproteinases (MMP) em odontoblastos e tecido pulpar humano.
Este fator de crescimento tem papel regulador no furnover de matriz extracelular de
SCAPs durante processos de reparo ou regeneracgéo, observados apds tratamento
de dentes com rizogénese incompleta (Chang et al., 2015).

Em estudo, Carvalho et al. (2016) avaliaram os efeitos de IGF-1 sobre SCAPs
in vitro e in vivo, observando um aumento na regulagdo dos marcadores
osteoblasticos runt-related transcription fator 2 (RUNX2), Osterix (OSX), Osteocalcin
(OCN) e ALP, e uma redugcdo nos marcadores odontoblasticos (DSPP, DSP),
indicando um aumento na diferenciagdo osteogénica e redugdo na diferenciagao
odontogénica. No resultado dos transplantes in vivo, observou-se que SCAPs né&o
tratadas com IGF-1 geraram principalmente tecidos pulpo-dentinarios, e SCAPs
tratadas geraram principalmente estruturas osseas, confirmando os resultados in

vitro. Ao utilizar IGF-1 para estimular a atividade da ALP em SCAPs observou-se a
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presenca de mais nodulos de mineralizagcédo e elevadas concentragdes de calcio no
grupo experimental em relagdo ao grupo n&o tratado. SCAPs apresentaram
alteragdo morfologica e ultraestrutural, tornando-se planas e com morfologia tipica
de osteoblastos (cuboidais ou poligonais, com diversos processos citoplasmaticos)
apo6s 7 dias de exposicédo a IGF-1. Ocorreu também um aumento na proliferagao de
SCAPs, comparando-as com células ndo expostas ao fator de crescimento. Os
autores concluiram que IGF-1 pode aumentar a atividade de ALP e a capacidade de
mineralizagao e expressdo de diversos marcadores osteoblasticos (ALP, RUNX2,
OSX, OCN) em SCAPs.

Chang et al. (2020) relataram a expressdo de pelo menos 2 receptores para
FGFs em SCAPs e observaram um aumento na proliferacdo destas células apos
estimulagdo com diferentes concentragdes de FGF-2. Este fator de crescimento
demonstrou-se eficaz no recrutamento de SCAPs e na sua diferenciacdo celular,
bem como na atividade da fosfatase alcalina (Fayazi et al., 2017).

A proteina morfogenética éssea 4 (Bone morfogenetic protein 4, BMP-4) é
um fator de crescimento relacionado ao desenvolvimento dental, sendo observada
em areas de desenvolvimento de tecidos mineralizados. Ao acessar o papel de
BMP-4 na formagédo da bainha epitelial de Hertwig, confirmou-se que esta proteina
desempenha um importante papel na regulagdo da formac&o radicular e
manutenc¢ao da proliferagdo celular (Hosoya et al., 2008). Béticher et al. (2013)
relataram a sua expressdo em odontoblastos e em areas préximas a pré-dentina,
sugerindo um importante papel desta proteina na formagao da matriz dentinaria. Os
autores sugerem que a expressao de BMP-4 é influenciada por alteragdes induzidas
por processos inflamatérios/infecciosos, estando ausente em polpa necroética, fato
que indica que a inflamagao no periodonto apical paralisa eventos associados a
formacéao dentinaria. Desta forma, estabelece-se uma relacéo direta entre processos

de formacéao dentinaria e expressao de BMP-4.

2.4.3 SCAPs, Citocinas e Mediadores Inflamatérios

As bactérias presentes em infec¢gées endododnticas tem o potencial para ativar a
resposta imunolégica do hospedeiro, devido a componentes presentes em sua
membrana celular, como o LPS e LTA. Esta resposta imunoldgica n&o é antigeno-
especifica, e sim, iniciada através de receptores de reconhecimento padrao (pattern
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recognition receptors - PRRs), localizados na membrana de células do hospedeiro
(Staquet et al., 2011). A partir da ativacado de PRRs, capazes de identificar moléculas
bacterianas, como acidos nucléicos e padrbes moleculares associados a patégenos
(pathogen-associated molecules patterns - PAMPs) (Staquet et al., 2011), ocorrera o
inicio da transcri¢cao de citocinas pro-inflamatdrias e outros eventos como fagocitose,
autofagia e morte celular (Brubaker et al., 2015). Existem receptores presentes nas
células do sistema imunolégico chamados receptores tipo toll (toll-like receptors,
TLR), que fazem parte da familia dos PRRs, e que fardo o reconhecimento de
diferentes PAMPs, como os componentes de bactérias e virus, por exemplo. O LPS,
sendo um PAMPs, promove efeitos pro-inflamatorios através da ligagdo com os
receptores ftoll-like-4 (TLR-4) (Ulevitch et al., 1993), que juntamente com proteinas
acopladas a ele, participarao de vias de sinalizagdo, desencadeando um conjunto de
efeitos pré-inflamatérios (McCarthy et al., 2017). Dentre estas proteinas acopladas
ao TLR-4 estdo: cluster of differentiation (CD)-14, proteina ligante de
lipopolissacarideo (lipopolysaccharide binding protein - LBP), e proteina de
diferenciacao mieldide 2 (Myeloid Differentiation Protein 2 - MD-2) (Widbiller et al.,
2018).

Num contexto inflamatério relacionado as infeccbes endoddnticas, diversas
citocinas e mediadores inflamatérios sado sintetizados e secretados apoés o
reconhecimento do patdgeno, podendo exercer efeitos moduladores na homeostase
(Okada; Muhakami, 1998), proliferacdo e diferenciacdo (Shirakawa et al., 1994),
migracao e apoptose em diferentes tipos celulares (He et al., 2005; Kwon et al.,
2010). O aumento na produgdo de determinadas citocinas em resposta a um
antigeno microbiano no interior do canal radicular, especialmente o LPS, pode
resultar em posterior degradacédo tecidual e evolugdo para a periodontite apical
(Brandau et al., 2010).

As lesbes periapicais sdo conhecidamente resultantes de uma resposta
inflamatdria local mediada pela infiltracdo de células e producdo de mediadores
inflamatorios. As citocinas estdo diretamente envolvidas nos processos de migragao
e ativacdo celular nestes casos (Silva et al., 2005). E importante o estudo e
conhecimento dos padrdées de producdo de citocinas e modulagcdo de células
mesenquimais envolvidas em processos regenerativos, diante destas situagbes

clinicas.
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Dentre os mediadores quimicos diretamente envolvidos em processos
0sseos de deposigao e reabsorgao, estdo o ligante ativador do receptor do fator
nuclear kappa B (RANKL), o fator estimulador de coldénias de macrofagos (M-CSF),
receptor para a ativagao do fator de transcrigdo NF-kB (RANK) e Osteoprotegerina
(OPG) (Sun et al., 2015). A ligagcao do RANKL, expresso em osteoblastos, ao RANK,
expresso em ceélulas precursoras de osteoclasto e osteoclasto maduro, ativa uma
cascata de sinais que modula o processo de osteoclastogénese. A OPG, proteina
presente em osteoblastos, representa um outro receptor para RANKL, podendo inibir
a sua ligacdo com RANK, e a consequente diferenciagdo do osteoclasto. Desta
forma, OPG atua como um modulador da sintese e deposicdo 6ssea, e RANK atua
no processo de reabsorgdo 6ssea (Teitelbaum, 2000; Boyle et al., 2003). O papel
destes mediadores no desenvolvimento de lesdes periapicais foi demonstrado por
Kawashima et al. (2007), ao analisarem a expressdao do RNA mensageiro (RNAm)
de RANKL, RANK, OPG e diferentes citocinas através de PCR quantitativo,
utilizando modelo animal de inducdo de lesdes periapicais a partir de exposicao
pulpar a cavidade oral. Os autores observaram um aumento na expressdo de
RANKL e de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL1- a e IL1- B ja no inicio do
desenvolvimento da lesdo, sugerindo um sinergismo entre estes mediadores.
Observou-se uma maior expressdo de RNAm de RANKL quando comparada a
expressao de OPG, com pico apods 2 a 3 semanas. Os autores concluiram que existe
uma correlagdo entre o aumento da expressdo de RANKL e das citocinas pro-
inflamatdrias e a expansao da lesao periapical. Chuang et al. (2012) investigaram a
expressdo de RANKL e OPG através de transcricao reversa seguida de reagdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR) em lesdes periapicais induzidas em ratos apos
exposicao pulpar ao LPS de Escherichia coli por até 8 semanas. Os autores
empregaram também a analise radiografica e histologica das lesdes periapicais,
analise imunohistoquimica para RANKL e OPG, e enzimatica para atividade da
fosfatase acida resistente a tartarato (tartrate-resistant acid phosphatase, TRAP),
marcador histoquimico de osteoclastos. Um aumento na expressdao de RANKL foi
observada apds 3 semanas, atingindo seu pico apdés 8 semanas. Ja a expressao de
OPG foi inferior tanto a de RANKL quanto a do grupo controle nos periodos
avaliados. Os autores concluem que a relagao entre RANKL e OPG desempenhou
um importante papel para o inicio de reabsor¢cdes Osseas periapicais, apos
estimulagdo com LPS. O papel do LPS na diferenciagcdo osteoclastica foi
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comprovado apds observagdo de aumento na expressédo génica de RANKL, também
denominado fator de diferenciagdo osteoclastica (osteoclast differentiation factor,
ODF), presente na membrana de osteoblastos, apds exposi¢gao ao LPS. Os autores
comprovaram que esse aumento na expressdao de RANKL/ODF em osteoblastos
apos tratamento com LPS ocorre via TLR, desempenhando um importante papel na
patogénese das alteragcées O0sseas mediadas por essa endotoxina, como em casos
de periodontite apical (Kikuchi et al., 2001).

O aumento na expresséao de citocinas como IL-6, IL-8 e TNF-a (Tumor necrosis
factor alpha) em processos inflamatérios pulpares ja foi previamente relatada na
literatura (Tokuda et al., 2001). IL-6 e TNF-a séo citocinas associadas a reabsorgao
0ssea, pois indiretamente participam da inducdo de diferenciagdo de osteoclastos
em casos de periodontite apical, resultando em possivel reabsorgao radicular
(Ohsaki et al., 1992). IL-8 atua como uma substancia quimioatrativa e ativadora de
diversos tipos celulares do sistema imunologico (Okada; Muhakami, 1998) e,
juntamente com outras substéncias quimioatrativas, participa ativamente em
patologias periapicais (Nair, 1997).

Zhang et al. (2013) relataram um aumento na expresséo das citocinas IL-6, IL-8
e TNF-a em SCAPs apds exposicdo a diferentes concentragbes de LPS.
Observaram que este processo ocorreu via TLR4, ja que o pré-tratamento de SCAPs
com um inibidor de TLR4 bloqueou a ac¢ao destas citocinas.

A exposicao de SCAPs as citocinas proé-inflamatoérias TNF-a e IL1-B promove
uma inibigdo na mineralizagao e expressao de genes osteo/odontogénicos, apos 14
dias (Liu et al., 2016). Entretanto, estas citocinas induziram a proliferacdo e
mineralizagao em SCAPs ap6s tratamento a curto prazo (até 5 dias). Estes achados
ajudam a elucidar o impacto da inflamacao no desenvolvimento dental (Liu et al.,
2016). Outro estudo (Wang et al., 2013) avaliou a expressao das citocinas TNF-a e
IL1-B em SCAPs apods tratamento com LPS de P. gingivalis em diferentes
concentragodes (0,01, 0,1, 1 e 10 ug/mL) e observaram um aumento na produgao das
citocinas de maneira dose-dependente em relacdo a concentracdo de LPS, com
resposta maxima em 10 pg/mL, apds 24h. Estas citocinas desempenham um
importante papel nos periodos iniciais de inflamagao, estimulando a proliferagéo e
liberagdo de outras citocinas envolvidas em processos reabsortivos (Coil et al.,
2004). Ao quantificar TNF-a e IL1-B em tecido gengival, Rettori et al. (2012)
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observaram um aumento significativo destas citocinas em grupos com periodontite,
quando comparados ao controle.

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein - 1)/CCL-2 €& uma quimiocina
pertencente a familia de citocinas quimioatrativas secretadas em resposta a outras
citocinas, possuindo potente atividade quimiotatica para o recrutamento de
monaocitos/macrofagos, neutrdfilos e linfécitos (Deshmane et al., 2009). CCL-2 ja foi
detectada tanto em quadros de pulpite quanto em granulomas periapicais, e esta
associada a modulagdo do desenvolvimento de lesdes periapicais (Caires et al.,
2019). E produzida por diferentes tipos celulares de forma constitutiva, apds indugéo
de stress oxidativo, e pela agcdo de outras citocinas ou fatores de crescimento
(Deshmane et al., 2009).

A expressdo de IL1-B, TNF-a e RANKL foi observada em dentes com
necrose pulpar e lesao periapical, porém, tanto IL1-f quanto RANKL apresentaram
uma reducao na expressado apos a descontaminacido dos canais. Ja CCL2/MCP-1,
apesar da expressdo detectada antes e apds a descontaminacdo, ndo apresentou
alteragbes em seus niveis nos periodos avaliados (de Brito et al., 2012). Bambirra et
al. (2015) observaram diferentes resultados, com uma reducédo na expressao de
RNAmM de CCL-2, TNF-a e IL-8 apds descontaminacdo de canais radiculares
necroticos, quando comparados ao grupo controle, antes da descontaminagéo.

Meneses et al. (2020) observaram um aumento na produgéo de CCL-2 por
SCAPs apos exposicao as concentragdes de 1 e 10 pyg/mL de LPS por 24h. Ja a
producdo de IL-6 ndo foi alterada diante das mesmas condi¢gdes experimentais,
porém, a producdo das duas citocinas ocorreu de maneira “prostaglandina-
dependente”. Ao inibir a produgdo de prostaglandina E; (PGE;) através do
tratamento prévio de SCAPs com indometacina, observou-se uma redugé&o na
producgao de IL-6 e CCL-2.

O estabelecimento da relacdo entre citocinas inflamatérias, antigenos
bacterianos e células-tronco dentais € extremamente importante quando se busca o
entendimento da resposta e modulagdo destas células diante de agressdes
teciduais, no microambiente do canal radicular.

Além das citocinas, outros componentes podem ser modulados por
mediadores inflamatérios, como os fatores de crescimento. Diferentes fatores de
crescimento envolvidos em processos de diferenciacdo osteogénica e formacéo

o0ssea podem ser suprimidos em ambientes inflamatérios induzidos por LPS. BMP-4
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e BMP-2, importantes fatores de crescimento expressos em areas de
desenvolvimento de tecidos mineralizados, s&o suprimidos em situacdes de necrose
pulpar e instalagédo de processos inflamatérios induzidos por LPS (Béttcher et al.,
2013; Huang et al.,, 2014a). A expressao de BMP-9, outro fator de crescimento
envolvido na diferenciagcdo osteogénica, também ¢é suprimida em ambientes
inflamatdrios (Daigang et al., 2016). Huang et al. (2014b) demonstraram em estudo
in vivo que citocinas como TNF-a e IL-1B, presentes em ambientes pro-
inflamatdrios, inibem o fator de crescimento BMP-2, reduzindo a diferenciagéo
osteogénica e ativando a osteoclastogénese.

Conclui-se que a liberagdo de diferentes substancias em ambientes
inflamatoérios tem potencial para modular diferentes fung¢des celulares (Widbiller et
al., 2018).

Estas situagdes podem se instalar durante processos fisiologicos
importantes, como a odontogénese e rizogénese, bem como ter relagao direta com
a interrupgao da formacéo radicular. O estudo deste processo € de grande valia para
o entendimento dos padrdes fisiologicos de producdo destas substéncias em
situacbes de homeostasia, bem como em situagcdes relacionadas a processos

infecciosos/inflamatorios.

2.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE (ECS)

Durante a instalagdo e desenvolvimento de processos inflamatorios no
organismo, diversos mediadores quimicos sao produzidos, conforme exposto
previamente, incluindo derivados do acido araquidénico, como eicosandides e
endocanabindides (ECbs) (Rettori et al., 2012). Estes ultimos representam uma
classe de mensageiros neurais que sao produzidos endogenamente pelo sistema
nervoso e outros tecidos do corpo, apds estimulos fisiolégicos ou patologicos, e se
ligam canonicamente a receptores acoplados a proteina G, denominados receptores
canabindides (CB) 1 e 2 (CB1 e CB2), nomeados de acordo com sua ordem de
descoberta, que ocorreu em 1990 e 1993, respectivamente. Os endocanabindides

sdo classificados como neuromoduladores e neurotransmissores, ativando
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principalmente CB1 e CB2, ou seja, sdo considerados agonistas para os receptores
CB (Saito et al., 2010; Bari et al., 2011).

Estas substancias foram identificadas apds estudos iniciados na metade do
século passado por Mechoulam (1970) envolvendo canabindides, que representam
um grupo de substancias presentes na planta Cannabis sativa, a exemplo do AS-
tetrahidrocanabinol, canabidiol, canabigerol e seus analogos sintéticos. Estudos
sobre o perfil farmacolégico dessas substancias levaram a identificacdo de sitios
especificos para sua ligagdo no cérebro, denominados receptores canabindides,
seguido pelo isolamento e identificagdo de substancias sintetizadas endogenamente
e que também ativavam esses mesmos sitios. Estes ligantes enddgenos para os
receptores canabindides foram denominados canabindides endoégenos ou
endocanabindides (Devane et al., 1992; Saito et al., 2010).

As duas moléculas classicas e mais estudadas de ECbs s&o a etanolamida
araquidonoil, denominada Anandamida (AEA), do sanscrito ananda (felicidade)
(Devane et al., 1992), e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) que atuam principalmente
por meio de CB1 e CB2 (Mechoulam et al., 1995). 2-AG atua como agonista (ligante)
para ambos, enquanto AEA apresenta atividade agonista parcial para CB1 e
agonista fraco para CB2 (Kendall; Nicolaou, 2013). Existem outros
endocanabindides identificados, como dopamina N-araquidonoil (NADA), éter
glicerol 2-araquidonoil (noladina) e etanolamina O-araquidonoil (virodamina) (De
Petrocellis; Di Marzo, 2009). AEA e 2-AG atuam na modulacédo de diversas
atividades celulares (Bari et al., 2011; Paria; Dey, 2000) e, juntamente com os
receptores CB1, CB2 e todo o complexo enzimatico relacionado a sintese e hidrolise
dessas substéncias, constituem o chamado Sistema Endocanabinoide
(Endocannabinoid system, ECS) (Bari et al., 2011).

Dentre as caracteristicas comuns aos ECbs estdo: capacidade de ativar
receptores canabindides; ser produzido por neurdnios de forma atividade-
dependente e ser rapidamente eliminado apds sua agao (Dinh et al. 2002).

Os neurotransmissores classicos como acetilcolina, glutamato, dopamina ou
serotonina apresentam sua sintese e liberagdo tipicamente da seguinte forma: s&o
sintetizados em neurdnios pré-sinapticos a partir de precursores especificos e
armazenados em vesiculas sinapticas; apos influxo de calcio, sao liberados na fenda
sinaptica; exercem suas funcdes celulares e sdo entdo captados para o interior

celular e degradados enzimaticamente (Burnstock, 2009).
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Os endocanabindides representam uma classe de mensageiros neurais que
sao sintetizados sob demanda, ndo sdo armazenados em vesiculas sinapticas e sao
liberados inicialmente a partir de neurdnios pos-sinapticos para terminais pré-
sinapticos, ou seja, atuam de forma retrégrada (Figura 2.2). Apds o influxo de calcio
no terminal pos sinaptico ocorre a ativagdo de enzimas denominadas fosfolipases
que realizam a sintese de ECbs a partir de fosfolipideos. Fosfolipase D-especifica N-
acilfosfatidil etanolamina (NAPE-PDL) é a enzima que realiza a sintese de AEA, e
diacilglicerol lipase (DAGL) é a enzima responsavel pela sintese de 2-AG. Apds sua
producao e liberagado, os efeitos dos ECbs serdo limitados por um processo de 2
etapas, como nos neurotransmissores classicos: internalizagdo e catabolismo. A
internalizacao representa o processo de “entrada” da substancia na célula, a partir
da fenda sinaptica. Este processo ocorre passivamente por difusdo ou por
transportadores especificos de membrana (Beltramo et al., 1997). Apds a
internalizagcdo, os ECbs sofrem o processo de catabolismo através de hidrélise
enzimatica, originando acido araquidénico (AA) e etanolamida (EtNH;), a partir de
AEA, e AA e glicerol, a partir de 2-AG. As enzimas envolvidas neste processo séo a
amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e a monoacilglicerol lipase (MAGL),
respectivamente para AEA e 2-AG (Cravatt et al. 1996; Dinh et al., 2002). A
sinalizacdo retrograda dos ECbs modula uma diversidade de fungbes cerebrais
incluindo ansiedade, fome e humor (Piomelli, 2003), e fung¢des celulares como
proliferacédo, diferenciacao e viabilidade, dependendo do microambiente celular em
questao (Galve-Roperh et al., 2013).

No cérebro, 2-AG esta presente em quantidades até 50 vezes maiores que AEA
(Iversen, 2003). Logo, 2-AG atua como o principal endocanabinéide para CB1 no
Sistema Nervoso Central (SNC) e desempenha um importante papel fisiolégico em
sitios especificos deste receptor (Que et al., 2017).
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Figura 2.2 — Representacédo esquematica da producéo, liberagéo e hidrélise dos ECbs

Fonte: Figura modificada de Saito et al. (2010).

CB1 é o receptor acoplado a proteina G mais abundante no SNC, sendo
encontrado principalmente no cérebro e em tecidos nervosos, localizado em
neurdnios preé-sinapticos. Este receptor tem um importante papel durante a
diferenciagao osteogénica de MSCs, e posteriormente, na sobrevivéncia das células
diferenciadas (Gowran et al., 2013). Ja CB2 esta localizado no Sistema nervoso
periférico (SNP) e estd predominantemente expresso em células do sistema
imunologico como macrofagos, células B, natural killers, mondcitos, neutrofilos e
células T, e é raramente observado em tecido nervoso. Células imunes também
expressam CB1, porém, em menor quantidade. Nestas células, ambos receptores
exercem papel importante na modulagéo de citocinas (Howlett et al., 2002).

Por estar presente no sistema imunolégico, CB2 tem seu papel criticamente
relacionado a resposta do hospedeiro a infeccdo. Estudo avaliando a resposta a
sepse em ratos knock-out (KO) para CB2, ou seja, ratos que nédo apresentam este
receptor, observou-se uma taxa de sobrevivéncia menor e maior invasao bacteriana
nestes animais, quando comparados a ratos do grupo controle. Os autores
observaram maiores niveis de IL-6 apds o procedimento cirdrgico em ratos KO e

reducao da fungao dos neutréfilos nestes animais (Tschop et al., 2009).
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Alguns ECbs, como AEA, podem ativar outros receptores além de CB1 e
CB2, chamados receptores nao-canabindides, direta ou indiretamente, como o
receptor de potencial transitério vanildide (TRPV-1), considerado um canal idnico
(Scutt; Williamson, 2007; Ruparel et al., 2011; Fernandes et al., 2012). Este receptor
esta presente tanto no SNC quanto no SNP, sendo ativado por calor (>43°C), baixo
pH, pela capsaicina, que € uma substancia presente na pimenta malagueta, e por
ECbs, em se tratando de SNP. Ja no SNC, este receptor esta expresso nos
terminais nervosos pods-sinapticos e é ativado por ECbs, principalmente AEA,
substancia considerada, por este motivo, um endocanabindide e endovanildide
(Ross, 2003).

TRPV-1 esta expresso predominantemente em neurdnios sensoriais de
axonios amielinicos (fibras C) e axénios mielinicos finos (fibras Ad), e também em
células epiteliais, endoteliais, musculares, osteoclastos, fibroblastos, dentre outras
(Pertwee et al., 2010). TRPV-1 esta envolvido em diversas fung¢des celulares, como
formacao e reabsor¢cdo Ossea e transdugdo sensorial (Tsumura et al.,, 2012). Foi
demonstrado em experimentos in vitro que TRPV-1 apresenta um papel fundamental
na recaptacdo de AEA em células endoteliais, contribuindo para os efeitos deste
endocanabindide neste tipo celular. Os autores relatam que esta fungdo de TRPV-1
ocorre de maneira calcio independente (Hofmann et al., 2014). Had mecanismos de
co-expresséo e vias de intercomunicagédo entre CB1 e TRPV-1 que desempenham
importante papel também na sensagao dolorosa e analgesia (Evans et al., 2007). Ao
tentar esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos anti-hiperalgésicos do
canabidiol (CBD) e seus receptores em modelo animal, Costa et al. (2004) utilizaram
antagonistas de CB1, CB2 e TRPV-1 e avaliaram sua influéncia neste processo.
Observou-se que antagonistas dos receptores canabindides ndo promoveram
reversdo dos efeitos de CBD. Ja o antagonista de TRPV-1, capsazepina (CPZ),
promoveu reversao parcial quando utilizado em dose minima (2mg/kg), e reversao
total quando usado em dose maxima (10mg/kg). Os autores concluem que o efeito
anti-hiperalgésico de CBD & mediado por TRPV-1, ndo envolvendo os receptores
CB1e CB2.

Segundo Di Marzo et al. (2001), a ativacdo de CB1 ou TRPV-1 por ECbs
normalmente apresenta efeitos opostos em relacdo aos seus sinais intracelulares.
Por exemplo, a ativacdo de CB1 promove a inibigdo dos canais de Ca®" ativados por
voltagem, enquanto a estimulacdo de TRPV-1 leva ao influxo de Ca?* nos
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neurénios. Os autores enfatizam que o papel de AEA como endocanabindide ou
endovanildide depende da atividade do transportador de membrana para esses
ECbs, do local de produgao dessas substancias e do estado de fosforilagdo de cada
receptor. AEA de origem extracelular ativaria primeiramente receptores CB1, e entao
seria transportada para o interior da célula, onde ativaria os receptores TRPV-1 (Di
Marzo et al., 2001). Ha ainda outros receptores potencialmente ativados por ECbs,
como os receptores acoplados a proteina G (GPR55, GPR119), TRPV-4, receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARa e PPARYy), e diferentes canais
idnicos (Pertwee et al., 2010).

O ECS ja foi caracterizado em células-tronco embrionarias (ESCs) de ratos,
comprovando-se ndo somente a expressdo génica dos receptores e enzimas de
sintese e hidrdlise dos ECbs através de PCR quantitativo, mas também a
quantificacdo protéica através de Western blot. Neste estudo, os autores né&o
observaram influéncia do ECS na expressdo de genes relacionados a diferenciagéo
celular (Bari et al., 2011). Diferentemente, alguns autores (Jiang et al., 2007)
demonstraram que a ativagcdo de receptores canabindides em ESCs mostrou-se
importante tanto para a sobrevivéncia celular quanto para a diferenciacao celular. Ao
investigar o papel de ECbs nas atividades de MSCs e BMSCs in vitro, Scutt e
Williamson (2007) ndo observaram expressao significativa de CB1 e CB2 em MSCs,
somente em BMSCs. O tratamento de MSCs com 2-AG n&o promoveu alteragdes no
numero celular e produgéao de colageno, ja em BMSCs ocorreu um aumento nestes
dois parametros. Os autores sugerem, a partir destes dados, que MSCs néo
representam células-alvo para ECbs, mas que podem ser influenciadas
indiretamente por esse sistema.

Diferentes estudos demonstram que ECbs liberados a partir da ativagao
celular por mecanismos de imunidade inata tem potencial para modular o fendtipo e
funcdo de algumas células indiferenciadas através da expressao de seus receptores
e sinalizagao celular (Di Marzo et al., 2001; Gowran et al., 2013; Mechoulam et al.,
2014; Koése et al., 2018). Células-tronco embrionarias expressam componentes do
ECS, como os receptores CB1 e CB2 e enzimas responsaveis pelo metabolismo dos
ECbs (Bari et al., 2011). Células-tronco mesenquimais apresentam aumento de
expressédo de CB1 ao longo da diferenciagédo celular osteogénica, desempenhando
papel na sobrevida celular em condigdo de deprivagéo nutricional (Gowran et al.,
2013). Estes achados sugerem que o ECS possa modular eventos moleculares em
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células-tronco mesenquimais, e essa atividade biologica esta diretamente
relacionada ao tipo celular e seu microambiente (Bari et al., 2011).

ECDbs e seus receptores também parecem estar envolvidos em processos de
osteoclastogénese, sendo que CB1 e CB2 desempenham papéis distintos na
regulacéo e turn over de massa 0ssea. A inativagao de CB1 determina alteracdes na
diferenciagdo de osteoclastos, relacionada a redugdo na sensibilidade dos
precursores a0 RANKL ou a redugao de sua expressdao em osteoblastos (Galve-
Roperh et al., 2013). Esta capacidade de modulagdao da expressdo génica de
RANKL via receptor CB1 em osteoblastos em modelo animal (in vitro) foi também
comprovada por Idris et al. (2008). O papel de CB2 na regulagdo do metabolismo
0sseo permanece em discussao, existindo evidéncias de que este receptor participe
da regulagcao da formagdo osteoclastica e reabsorgéo in vitro. Observou-se um
aumento na atividade de M-CSF e na diferenciacdo osteoclastica mediada por
RANKL apo6s ativagdo de CB2, assim como uma inibigdo na formacgao osteoclastica
apos utilizagao de antagonista de CB2 (Idris et al., 2009).

Takita et al. (2007) demonstraram o papel da capsaicina, agonista para
TRPV-1, na regulagdo da osteoclastogénese. Os autores observaram supressao na
expressdao de RANKL e redugdo de IL-1 apds tratamento de co-culturas de
osteoblastos e de células de medula 6ssea com capsaicina, sugerindo o potencial
uso clinico desta substancia em doengas 6sseas envolvendo processos reabsortivos
induzidos por citocinas. IL-1 € uma citocina produzida em processos inflamatorios, e
esta diretamente relacionada a reabsorcao éssea.

Os ECbs podem também apresentar um papel modulador nas células do
sistema imunoldgico, segundo estudos (De Petrocellis; Di Marzo 2009). O seu papel
neuroprotetor estaria associado a ativacdo de CB1 (Eljaschewitsch et al., 2006),
enquanto a neurotoxicidade estaria associada a ativagdo de TRPV-1 (Kim et al.,
2005). Maccarrone et al. (2000) relataram a influéncia de AEA na indugéo de
apoptose em células humanas de neuroblastoma e de linfoma, avaliada pela
formacao de corpos apoptoticos e fragmentagdo de DNA. Os autores observaram
que este efeito apoptdtico ocorre via receptor vanildide, e ndo via receptor
canabindide, uma vez que a utilizagdo de um antagonista para o receptor vaniloide
bloqueou este efeito induzido por AEA. O mesmo efeito apoptoético ndo foi observado
quando as células foram tratadas com 2-AG. Os autores concluem que o0s
receptores canabindides apresentam um papel protetor contra a apoptose, mas esta
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apoptose pode ser induzida por AEA via receptor vaniléide. Kim et al. (2005)
observaram resultados diversos nesta questdo, atestando ndao somente uma
atividade neurotéxica de TRPV-1, mas também de CB1, em cultura de neurénios
dopaminérgicos. Os autores observaram que os receptores CB1 podem contribuir,
pelo menos em parte, para a morte celular neuronal, ao contrario de outros estudos.
Isto ocorre principalmente pela co-expressao de ambos receptores na cultura celular
utilizada, levando a uma interagao funcional dos mesmos apds ativagao de cada um
separadamente.

Neste contexto em que a maioria dos estudos analisam o papel
neuroprotetor dos ECbs separadamente, ha poucos estudos avaliando seus efeitos
sinergisticos e de cooperagdo. Um dos poucos estudos avaliando esta interrelagéo
foi realizado em modelo animal de isquemia cerebral focal, e observou que o pré-
tratamento da area com eletro-acupuntura promoveu um aumento na produg¢ao de
AEA e 2-AG e que estas substancias exerceram efeitos protetores contra a isquemia
cerebral transitéria, via CB1 (Wang et al., 2009).

Como ja foi exposto anteriormente, os ECbs exercem efeitos complexos na
atividade de diferentes tipos celulares, influenciando, inclusive, a sua resposta
inflamatoria diante de diferentes agressbes (Berdyshev et al., 1997). Em relagéo a
influéncia de ECbs na producao de citocinas inflamatdrias, observou-se que 2-AG
inibe a produgado de TNF-a por macréfagos de ratos, camundongos e humanos, in
vitro, apds exposi¢cao ao LPS (Zheng et al., 1992; Gallily et al., 2000; Facchinetti et
al., 2003). AEA promoveu redugédo na produgao de TNF-a , IL-6 e IL-8 em células
sanguineas mononucleares estimuladas com LPS por 24h, quando comparadas ao
grupo controle (sem AEA). Os autores relatam que a concentracdo de AEA
necessaria para a reducao da produgao de TNF-a foi de 3uM, porém, concentragdes
mais baixas (0,003uM e 0,03uM) foram suficientes para reduzir os niveis de IL-6 e
IL-8 (Berdyshev et al., 1997).

Os ECbs desempenham um importante papel em diferentes fungdes
celulares, dentre elas, a migragdo. As terapias regenerativas em tecidos de origem
mesenquimal dependem, entre outros fatores, do potencial migratorio de suas
células-tronco. Estes efeitos sdo pronunciados quando inibidores de FAAH, enzima
que catalisa a degradacdo de ECbs, sdo utilizados (Wollank et al., 2015).
Coletivamente, o efeito dos receptores de ECbs variam significativamente entre os
diferentes tipos de células mesenquimais (de Brito et al., 2012), e a modulagao deste
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sistema pode representar um potencial terapéutico em diversas doengas humanas
(Pacher; Kunos, 2013).

2.5.1 Caracterizagao do ECS em Células Dentais

Diversos estudos vem sendo desenvolvidos para analisar a presenca e
funcado de componentes do ECS em células dentais, em diferentes cenarios. Que et
al. (2017) relataram a expressdo de CB1 em odontoblastos humanos. Os autores
utilizaram imunohistoquimica e imunofluorescéncia para avaliar a localizagao destes
receptores na estrutura pulpar. PCR quantitativo e Western blot foram realizados
para confirmar a expressao génica e proteica de CB1. Os autores demonstraram que
o aumento na intensidade da fluorescéncia induzida por 2-AG foi sensivel ao
antagonista especifico para CB1, ao invés do antagonista para CB2, indicando que
odontoblastos expressaram receptores CB1 ao invés de CB2.

A expressao e funcdo de TRPV-1 em células de ligamento periodontal
humano foi relatada em estudo utilizando capsaicina e capsazepina, agonista e
antagonista de TRPV-1, respectivamente. Apos constatagdo de expresséo de TRPV-
1 através de Western blot, as células foram tratadas com capsaicina, para ativagao
do receptor. Esta ativagdo de TRPV-1 induziu a expressdao de OPG de maneira
dose-dependente, sem afetar a expressao de RANKL, observadas através de qPCR,
ELISA e Western blot. A utilizagdo de CPZ aboliu os efeitos da capsaicina na
expressao de OPG, demonstrando que estes efeitos foram dependentes de TRPV-
1, e que a capsaicina apresenta um efeito protetor da arquitetura 6ssea (Sooampon
et al., 2013a). Posteriormente, os mesmos autores investigaram a relacdo de
TRPV-1 ativado pelo calor em células de ligamento peridontal humano quanto a
expressao de marcadores inflamatérios e de osteoclastogénese, ja que este receptor
€ conhecidamente termo-sensitivo. As células foram submetidas a temperaturas de
45°C e a expressdao e produgdo de OPG, RANKL, TNF-a e IL-1B foram
determinadas através de ELISA, Western blot e gPCR. Os autores observaram que,
em contraste com o estudo anterior, neste estudo ndo houve alteragcdo na expressao
de OPG ou RANKL. Ocorreu aumento apenas na expressao de TNF-a mediada por
TRPV-1, previamente ativado pelo calor. Os autores concluem que TRPV-1
desempenha multiplos papéis em células de ligamento peridontal, dependendo do
estimulo (Sooampon et al.,, 2013b). Tsumura et al. (2012) demonstraram a
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expressdo e ativagao de CB1 e TRPV-1 em odontoblastos de polpa dental de ratos,
porém nao observaram a presenca de CB2. Os autores demonstraram um
mecanismo de cross-talk entre CB1 e TRPV-1 com importante papel na regulagao
da protecdo e sensibilidade pulpar diante de estimulos externos. Além dessas
funcbes como moduladores de nocicepcgao e inflamacéo, ha evidéncias crescentes
dos efeitos de CB1 e TRPV-1 na regeneracao tecidual (Miyashita et al., 2012). Estes
mesmos pesquisadores demonstraram a presenga de CB1 e TRPV-1 em células de
polpa dental e ainda o papel destes receptores na sintese de metaloproteinase-2
(MMP-2) induzida por AEA (Miyashita et al., 2012). Neste estudo observou-se que os
niveis de MMP-2 induzidos por AEA (10 uM/L) comegaram a aumentar apos 24h de
exposicao das células, e apds 72h alcancaram niveis semelhantes ao controle
positivo. Utilizando antagonistas para CB1, CB2 e TRPV-1, os autores puderam
determinar que este efeito ocorria via CB1 e TRPV-1 e ndo via CB2, ja que a
utilizacdo de antagonista para este ultimo receptor n&o alterou a produgdo de MMP-
2. Metaloproteinases sao substancias capazes de degradar os componentes da
matriz extracelular e desempenham importante papel em diversas doencgas
inflamatodrias. Somsak et al. (2012) também relataram a expresséo de CB1 em polpa
de ratos, descrevendo-a através de imunohistoquimica, tanto na polpa coronaria
quanto radicular. Os autores observaram a presencga destes receptores no plexo
subodontoblastico e na zona rica em células, concluindo que, possivelmente,
desempenhariam um papel importante na modulagdo da dor envolvendo o tecido
pulpar.

Nikolaeva et al. (2015) demonstraram o efeito protetor do receptor CB2 em
modelo de periodontite apical experimentalmente induzida em camundongos. Os
autores observaram maior densidade 6ssea em animais KO para CB2 quando
comparados a camundongos controle, associada ao menor tamanho das lesdes
periapicais observadas apos exposi¢cado pulpar. Em outro estudo, a ativagado de CB2
em ceélulas de ligamento periodontal resultou em aumento na expresséo de fatores
relacionados a diferenciacdo osteogénica e de mineralizagdo in Vvitro,
desempenhando um importante papel no metabolismo do osso alveolar. Os autores
concluem que a ativagado de CB2 em células do ligamento periodontal poderia inibir
a atividade osteoclastica, potencialmente criando um ambiente favoravel a

osteogénese (Qian et al., 2010).
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TRPV-1 tem sido relacionado a modulagdo de reabsorgdo oOssea em
modelos de periodontite, via peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
inibindo a osteoclastogénese in vitro. Um estudo observou que camundongos KO
para TRPV-1 apresentaram severa perda oOssea, em modelo experimental de
periodontite. Sugere-se, a partir deste estudo, que a sinalizag&o neuronal de TRPV-1
em tecido periodontal é crucial para a regulacdo da osteoclastogénese via
neuropeptideo CGRP (Takahashi et al., 2016). Kobayashi et al. (2012) observaram
que a capsaicina (agonista de TRPV-1) apresenta um papel inibidor da atividade
reabsortiva de osteoclastos, induzida por LPS. A capsaicina inibiu a producdo de
Prostaglandina E, (PGE;) em osteoblastos e BMSCs de ratos estimulados com LPS
in vitro, inibindo também a formacido osteoclastica e, consequentemente, a
reabsorcao 6ssea in vivo. Observou-se que a capsaicina inibe a producao de PGE
através da inibicdo da expressdao génica de cicloxigenase-2 (COX-2) e de
Prostaglandina E sintase (mMPGES-1). O tratamento com LPS induziu a perda 6ssea
inflamatéria neste modelo experimental animal e a capsaicina promoveu a
restauragao da perda induzida por LPS. Os autores concluem que ligantes de TRPV-
1, como a capsaicina, podem ser potencialmente uteis como drogas clinicas que
tenham como alvo doencas dsseas associadas a reabsorcao inflamatéria. Além
disso, Takita et al. (2007) observaram que TRPV-1 e capsaicina suprimiram a
inducao de diferenciagdo osteoclastica em co-culturas de células-tronco de medula
o0ssea e osteoblastos em modelo animal apds tratamento com IL-1. A expressao de
RANKL, importante para a formagéo osteoclastica, foi suprimida por capsaicina. Os
autores concluiram que a capsaicina pode modular a diferenciagcdo osteoclastica
através da supressao na expressdo de RANKL. Diferentemente, em estudo recente,
Ossola et al. (2019) demonstraram que o bloqueio de TRPV-1 com capsazepina
(CPZ) preveniu a perda 6ssea alveolar em molares de ratos. Os autores relatam que
os mediadores inflamatérios (TNF-a e PGE) cujo aumento foi induzido por LPS em
periodontite experimental, apresentaram seus niveis reduzidos em tecido gengival
de ratos apoés tratamento com CPZ. Em contraste, a utilizagdo de antagonistas para
CB1 e CB2 promoveu uma exacerbacao da perda éssea alveolar e dos mediadores
inflamatorios neste mesmo modelo, apds tratamento com LPS. O bloqueio de TRPV-
1, mas ndo de CB1 e CB2, atenuou o dano periodontal em ratos com periodontite
experimental, devido a reducdo da inflamacao local. Os autores concluem que

receptores canabindides especificos promovem efeitos anti-inflamatérios e
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protetores em tecidos periodontais, enquanto TRPV-1 esta envolvido em efeitos pro-
inflamatdrios, causando danos ao tecido periodontal.

ECbs estédo associados a multiplas fungdes reguladoras em diversos tecidos
e ja foram detectados em fluido gengival de pacientes com periodontite. CB1 e CB2
estdo expressos em fibroblastos gengivais humanos e apresentam sua expresséo
aumentada em condi¢cdes patologicas (Nakajima et al., 2006). Em estudo para
avaliar o papel de AEA e 2-AG na proliferagdo de células do ligamento periodontal,
bem como na produgdo das citocinas IL-6, IL-8 e MCP-1, observou-se que nao
houve alteracdo na proliferagao celular, independentemente da concentragcdo de
ECbs, na auséncia de LPS. Ja na presenca da endotoxina, os autores observaram
um aumento na proliferagéo celular quando AEA foi utilizada (10-20uM). Em relagao
a producédo de citocinas, na auséncia de LPS, observou-se que 2-AG (10uM)
promoveu aumento na expressdo de IL-6, mas o mesmo nao foi observado na
concentragédo de 1uM. Para IL-8 e MCP-1 ndo houve alteragdes, independentemente
da concentracdo de 2-AG. O tratamento com AEA (1 e 10 pyM) ndo promoveu
alteragao na produgao de nenhuma das citocinas; ja na presenca de LPS, observou-
se significativa redugéo de IL-6, IL-8 e MCP-1 quando AEA (10 pM) foi utilizada. 2-
AG (10 yM), por outro lado, induziu significativo aumento na expressdo das mesmas
citocinas, na presenca de LPS. Estes achados demonstram que os ECbs ndo s&o
capazes de induzir uma resposta pré-inflamatéria de maneira independente, mas
podem regular algumas vias de sinalizagao pro-inflamatoria em células de ligamento
periodontal e modular a sua resposta. Os autores concluem que AEA possui efeitos
anti-inflamatérios e imunossupressores na presenca de LPS, enquanto 2-AG parece
contribuir para o processo inflamatério (Ozdemir et al., 2014).

Outro estudo apresentou resultados semelhantes em relagcdo a redugao na
producédo de IL-6, IL-8 e MCP-1 por fibroblastos gengivais humanos apos tratamento
com LPS e AEA. Os autores observaram que estes efeitos foram atenuados quando
antagonistas de CB1 e CB2 foram utilizados (Nakajima et al., 2006). Os achados de
Abidi et al. (2018) corroboram os dados anteriores ao analisarem o papel de AEA na
producédo de citocinas pro-inflamatorias por células de ligamento periodontal humano
apos estimulacdo com LPS, TNF-a ou IL-1B. Os autores observaram que AEA pode
exibir um perfil anti-inflamatério neste ambiente, enquanto em células de ligamento
periodontal sem estimulagédo, pode exibir um perfil pré-inflamatério. A inibicao eficaz
de IL-8 e MCP-1 por ligantes de CB2 demonstra que o ECS pode ser alvo para o
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desenvolvimento de novas drogas destinadas ao tratamento de inflamagao crénica
em doencgas periodontais.

Este papel protetor de ECbs na progressdao da periodontite apical foi
confirmado por Ossola et al. (2012), utiizando a Metanandamida (Meth-AEA,
500ng/mL), um analogo sintético de AEA, aplicada diariamente no tecido gengival de
ratos com periodontite apical induzida. Observaram que este tratamento reduziu a
producdo de mediadores bioldgicos associados a doenga periodontal e que
encontram-se aumentados pelo LPS, como TNF-a e o6xido nitrico. Os autores
concluem que o tratamento com Meth-AEA demonstrou resultados positivos no
tecido gengival de ratos com periodontite. Outro estudo, avaliando o papel desta
mesma substancia em células de ligamento periodontal humano, observou que
Meth-AEA (10uM) reduziu significativamente a producdo de IL-6, IL-8 e MCP-1
induzidas por LPS, sem afetar a proliferagao/viabilidade celular. Os autores
concluem que a resposta inflamatoria das células do ligamento periodontal pode ser
influenciada pela ativagcdo do ECS, que estaria potencialmente envolvido na
progressdo da doenga periodontal (Zhang et al., 2020). Outro estudo, utilizando
AEA em modelo animal de ratos, observou resultados semelhantes aos obtidos com
a Meth-AEA em relacao a inibicdo de mediadores inflamatérios (Rettori et al., 2012).

Conforme exposto, o ECS ja foi previamente caracterizado em diferentes tipos
celulares, bem como o seu papel modulador de diferentes fungcbes celulares em
condigdes fisioldgicas e patologicas. Todavia, ndo existem dados na literatura que
relacionem a producdo destas moléculas moduladoras do ECS com células de

papila apical, perante estimulos pro-inflamatorios ou em situagdes fisiologicas.
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3 PROPOSICAO

A literatura traz evidéncias acerca do potencial de mediadores inflamatdrios,
como lipideos bioativos, em modular fungdes de células indiferenciadas de sitios
distintos, de forma que possam resultar em importantes alteragdes em seu fendétipo e
funcdo. Este efeito, porém, parece variar de forma significativa entre células
mesenquimais de diferentes tecidos (Bari et al., 2011; Ossola et al., 2012; Raicevic
et al., 2012; Ossola et al., 2019). O conhecimento das caracteristicas celulares de
SCAPs, bem como suas respostas a diferentes antigenos, como o LPS, e
mediadores quimicos € essencial do ponto de vista cientifico para o estabelecimento
de terapias endodbnticas regenerativas, envolvendo dentes com rizogénese
incompleta. Todavia, a relagao entre os eventos moleculares relacionados a necrose
pulpar e a interrupgdo da rizogénese ainda nao foi explorada, nem tampouco os
mecanismos envolvidos nas fungdes celulares apos procedimentos regenerativos. O
conhecimento destes processos € essencial para o progresso clinico-cientifico das
terapias regenerativas empregadas pela Endodontia atual. A presenca de
componentes do ECS, sintetizados durante processos inflamatérios, ainda nao foi
demonstrada em SCAPs, tampouco o seu eventual papel na modulagao fenotipica e

funcional destas células.

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca do ECS e sua influéncia na modulagéo de fungdes de
SCAPs in vitro

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o papel do LPS na viabilidade, diferenciacdo e producédo de proteinas e
citocinas inflamatérias em SCAPs in vitro;

Analisar a expresséo génica de componentes do ECS em SCAPs in vitro;

Avaliar o papel de endocanabindides na viabilidade e diferenciagéao
osteo/odontogénica de SCAPs in vitro;

Avaliar o papel de endocanabindides na producéo de citocinas apos ativagao de
SCAPs com LPS in vitro;



78

Avaliar o papel de endocanabindides na expressdo génica de fatores

osteogénicos, dentinogénicos e cementogénicos em SCAPs in vitro.



79

4 MATERIAL E METODOS

A execugao dos experimentos in vitro foi dividida em quatro fases. Na fase 1 as
SCAPs foram obtidas, isoladas e caracterizadas. Na fase 2 foi estudado o papel do
LPS sobre as seguintes fungdes destas células: viabilidade, diferenciacdo e
producdo de citocinas. Na fase 3 foi realizada a detecgdo da expressédo génica dos
componentes do Sistema Endocanabindide e de TRPV1 nas células de papila
apical. Na fase 4 foram realizados ensaios funcionais para avaliar o papel do ECS
nas fungdes celulares de SCAPs através da utilizagdo de ECbs exdgenos e bloqueio
farmacoldgico de TRPV1. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica e
técnica.

Este estudo obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da USP (Parecer n® 2.523.020, CAAE:70904617.6.0000.0075) (Anexo A).

4.1 FASE 1

4.1.1 Obtencao das Células da Papila Apical (SCAPs)

Papilas apicais foram obtidas a partir de terceiros molares higidos com
rizogénese incompleta, extraidos na Clinica de Cirurgia da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), por motivos alheios a
pesquisa. Os elementos dentais foram doados por 3 pacientes saudaveis, ou seja,
sem alteragdes sistémicas, apds a assinatura do Termo de Consentimento livre e
esclarecido.

ApOs a exodontia, os dentes foram imediatamente acondicionados em tubos de
centrifuga contendo a-Modified Eagle Medium (a-MEM) (Gibco/Life Technologies,
NY, EUA) suplementado com 15% de Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, EUA), 100 uM de L-ascorbato-2-
fosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100U/mL de penicilina (Invitrogen), 100
ug/mL de estreptomicina (Invitrogen), denominado meio de proliferagcédo (MP), e
mantidos em isopor contendo gelo até a chegada ao laboratério de cultura celular.
Na sequéncia, os dentes foram colocados em placas de Petri e delicadamente

lavados com o proprio meio de cultura para remogao do excesso de sangue. O
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ligamento periodontal foi gentilmente removido da superficie radicular com o auxilio
de uma cureta periodontal. A papila apical foi delicadamente destacada da porgao
radicular apical com o auxilio de uma cureta de dentina (Figura 4.1). O tecido foi
fragmentado com o auxilio de uma lamina de bisturi n°. 15 em porgdes menores que
1mm e dispostas em placas do tipo Petri (Corning Inc., NY, EUA), as quais foram
adicionados os seguintes antibiéticos: Gentamicina (100 yM); Anfotericina B (100
MM) e Penicilina (300 uM). As placas foram levadas a incubadora por 30-40 minutos
(37°, 5% COy), e, posteriormente, o contelido de cada placa foi inserido em tubos
plasticos (15mL) e levados a centrifuga por 5 minutos a 800 x g (1180 rpm), a
temperatura ambiente (TA). Apds a centrifugacao, o sobrenadante de cada tubo foi
descartado, e ao conteudo celular restante foram adicionados 800 uL de MP. O
contelido foi entdo acondicionado em garrafas para cultura celular de 25 cm?
devidamente identificadas com as iniciais do paciente, data e passagem celular,
denominada “primaria” neste caso, pois tratava-se do tecido original utilizado para a
obtengdo das células. As garrafas foram mantidas em incubadora a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,, para que as células comegassem a emigrar dos explantes
para o fundo das garrafas (Figura 41). O meio de cultura foi renovado diariamente
durante 7 dias (800 uL), e apds esse periodo a quantidade adicionada a cada troca
foi de 1000 pyL a cada 2 dias, até que se observasse o inicio do desprendimento
celular do tecido, seguido de proliferagao celular no fundo das garrafas. Quando era
observada a presencga de células cobrindo cerca de 80% da superficie do fundo da
garrafa, situacdo denominada confluéncia, as células eram transferidas para novas

garrafas no processo denominado repicagem ou subcultivo.
Repicagem/subcultivo

Este processo visa aumentar a area para o cultivo celular e, consequentemente,
o numero de células. Dessa forma, é realizada a transferéncia do conteudo celular
de 1 garrafa de cultura para varias garrafas, aguardando-se a nova confluéncia para
que se possa aumentar sucessivamente o numero de células de determinada
cultura. A cada processo de repicagem as células tornam-se menos jovens, devendo
ser adicionado um numero a sua passagem celular. Como exemplo, as células
denominadas “primarias” que se destacaram do tecido original (papila apical), apos a
primeira repicagem passam a ser denominadas “passagem 1" (P1), e assim



81

sucessivamente. Para este processo, inicialmente remove-se todo o meio de cultura
das garrafas e adicionam-se as mesmas 1000 pL de Solugdo Tampao de fosfato
(Phosphate Buffered Saline - PBS) 1x estéril (Gibco by Life Technologies, Grand
Island, NY, USA ) para remogao de todo o meio de cultura, o qual deve ser aspirado
em seguida. Adiciona-se entdo 1000uL de Trypsin-EDTA 0,25% 1X (Gibco by Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) a cada garrafa para promover a dissociagéo
das adesdes celulares e o desprendimento das mesmas do fundo das garrafas.
Apos 5 minutos deve-se adicionar MP equivalente ao dobro da quantidade de
tripsina utilizada. Transfere-se a quantidade de cada garrafa para um tubo de
centrifuga (50mL) devidamente identificado com as iniciais do paciente e passagem
celular (P1) e centrifuga-se por 5 minutos, 800 x g (1180 rpm), TA. O sobrenadante é
descartado e deve-se adicionar 1000uL de MP ao conteudo do tubo realizando
movimentos para homogeneizag¢ao de todo o conteudo com a pipeta. O conteudo do
tubo é transferido para 2 garrafas de 25 cm?, contendo aproximadamente 2-3 mL de
meio em cada garrafa neste primeiro dia, e nas proximas trocas de meio é
adicionada a quantidade padronizada de 6mL para cada garrafa. Quando as 2
garrafas atingiram a confluéncia de 80%, as células foram repicadas novamente e
passadas para 3 garrafas de 75 cm? contendo de 6-8 mL de meio de cultura no
primeiro dia, e nas trocas seguintes era adicionado o volume padronizado de 12mL
de MP por garrafa, até que se observasse nova confluéncia. Todos os
procedimentos de cultura celular desta fase da pesquisa foram realizados no
Laboratério de Pesquisas Basicas “Edmir Matson” do Departamento de Dentistica da
FOUSP.
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Figura 4.1 - Células de papila apical (SCAPs) obtidas a partir de cultura primaria com a técnica de
explante

Fonte: a autora.

Legenda: A: Papila apical sendo removida da raiz dentaria; B: Papila fragmentada na Placa de Petri; C:
Células que migraram do explante para o fundo da placa. Imagem capturada em microscépio 6ptico
com contraste de fases em aumento de 100X.

4.1.2 Caracterizagao Fenotipica de SCAPs

A caracterizagao do fendétipo celular foi realizada por meio de imunomarcacéao
e deteccao por citometria de fluxo. Suspensdes celulares foram obtidas por
descolamento das células com solugédo enzimatica ndo mamifera (Accutase, Gibco).
Apo6s lavagem com PBS + SBF, as células foram incubadas por 30 min com o
tamp&o de bloqueio PBS e SBF 0,01%. Em seguida, suspensdes de 1 x 10° células
foram incubadas por uma hora a 4°C com anticorpos conjugados a fluoréforos a uma
concentragao de 10 uyg/mL. Apds nova lavagem, as células foram ressuspensas em
0,5 mL de solugao de paraformaldeido a 4% por 10 min. A expressao dos antigenos
de superficie foi avaliada por Citometria de Fluxo utilizando-se o equipamento
FACScalibur (Becton, Dickinson and Co., San Jose, EUA) no Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP).

Para as marcagoes, foram utilizados anticorpos anti-CD146 conjugado a
ficoeritina (PE) (Cat. FAB932P — R&D Systems), anti-CD24 conjugado a
aloficocianina (APC) (Cat. FAB5247A — R&D Systems) e anti-STRO-1 (MAB1038-
SP) sendo este seguido de anticorpo secundario Goat anti-Mouse-IgM conjugado a
PE — F0O116 — R&D Systems). Também foi realizada marcagdo para CD45 (Cat.
FAB1430P) e CD34 (Cat. FAB7227P, R&D Systems) sendo que para estes

antigenos esperava-se marcagao inferior a 2%. Como isotipos controles foram
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usados Mouse IgG1-PE (Cat. IC002P — R&D Systems) correspondente a CD146,
CD45 e CD34 e Mouse IgG2A-APC (Cat. ICO03A — R&D Systems), correspondente
a CD24 (8, 58).

4.1.3 Caracterizagao Funcional de SCAPs - Diferenciagao celular

A capacidade de diferenciacéo osteo/odontogénica de SCAPs foi investigada
in vitro, conforme estudos prévios da literatura (Sonoyama et al., 2008; Bakopoulou
et al, 2013), utilizando o ensaio de Vermelho de Alizarina S a 2% (pH 4,2) (Sigma-
Aldrich) para verificagdo da formagao de nédulos mineralizados.

As células foram semeadas em placas de 48-pocos (2x104 células/pogo) com
MP e deixadas por 24h para adesao celular. Apos 24h o meio foi substituido por
meio de Diferenciacdo (MD) ou MP. MD equivale a MP acrescido de 10 nmol/L de
dexametasona (Invitrogen), 10 mmol/L de fosfato monopotassico (KH.PO4 e 10
nmol/L de 1,25 dihidroxivitamina D3 (Sigma-Aldrich) (Bose et al., 2009). O meio de
cada poco foi renovado a cada 2 dias durante 14 dias.

Apés o periodo de indugdo (14 dias), os pogos foram lavados com PBS 1X
gelado (500 pL por pogo), fixados com formaldeido a 10% em agua destilada (500
WL por pogo), e reidratados em agua destilada. A coloragéo vermelho de alizarina foi
preparada utilizando 2g de Vermelho de alizarina diluido em 100mL de agua
destilada aquecida (~45°C), pH ajustado entre 4.1-4.3. A solugéo foi filtrada antes de
ser adicionada a cada pogo, na quantidade de 500 ulL/poco, e deixada por 30
minutos a TA. Os pogos foram entdo lavados 3 vezes com agua destilada para a
remogado do excesso de corante nao ligado, e deixadas para secar a TA. Foi
realizada a digitalizagdo (fotografia) da imagem dos pogos utilizando microscépio
invertido. A densitometria semi-analitica de calcio foi realizada apds a adigao de 500
ML de hidréxido de aménio a 10% a cada poco, e transferéncia de 200 yL de cada
poco para uma nova placa de 96 pocgos. A absorbancia foi quantificada em
espectrofotometro (Biotek) utilizando o filtro de 405 nm. O calculo da deposigéo de
calcio foi realizado através da normalizagdo de todos os grupos com 0O grupo
controle (MP).
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4.2 FASE 2
4.2.1 Viabilidade Celular — Estimulo com LPS

A fim de mimetizar um ambiente inflamatério/infeccioso correspondente as
situagcdes de necrose pulpar e contaminagao, utilizamos o LPS de Escherichia coli
para avaliagdo de alteragcbes nas fungdes basicas de SCAPs diante deste antigeno
bacteriano. O efeito desta endotoxina sobre a viabilidade de SCAPs e sua
citotoxicidade foi avaliada por meio de ensaio empregando brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Molecular Probes, Life Technologies),
conforme descrito por estudos prévios de nosso grupo (Sipert et al., 2013). Tal
método se baseia na capacidade das células viaveis converterem o composto
hidrossoluvel MTT (coloragao rosa) em um produto insolivel em agua, denominado
formazan (coloragdo roxa). Esta conversdao é realizada através da atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial, obtendo-se como produto final os cristais de
formazan. A quantificacdo de formazan € detectada pela leitura da absorbancia.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 8 x
10° células por pogo. O estimulo com LPS (Ultrapure Escherichia coli LPS, Cat. LPS-
EB, Invivogen, San Diego, EUA) foi realizado nas concentracbes de 0,1; 1 e 10
pug/mL. Como controle, foi utilizado o respectivo meio de cultura MP ou MD. As
células foram analisadas apds 1, 3, 5, 7 e 14 dias, sendo que para os dois ultimos
periodos foram realizadas trocas de meio a cada 48 h, e para os 2 primeiros
periodos né&o foi realizada troca de meio, apds a adi¢ao do estimulo.

Apos os periodos de incubagao, o meio de cultura de cada poco foi aspirado e
foi adicionada a quantidade de 10 pL da solugdo de MTT (5mg/mL em PBS) e 180
ML de MP a cada pocgo da placa, totalizando 200 pyL por pogo. As placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO, e protegidas da luz por
quatro horas. Em seguida, todo o meio foi aspirado e descartado, e imediatamente
foram adicionados 100 yL de DMSO a cada pogo para dissolver os cristais de
formazan resultantes da reducdo do sal de MTT. Para facilitar a dissolugdo dos
cristais, a placa foi incubada em mesa agitadora por 20 minutos e entdo a leitura da
absorbancia foi realizada, utilizando um espectrofotometro (Synergy H1, Biotek,
Winooski, EUA), no comprimento de onda de 570nm.
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4.2.2 Diferenciagao Celular — Estimulo com LPS

A capacidade de diferenciagcao osteo/odontogénica de SCAPs apds estimulo
com LPS foi investigada in vitro, utilizando o ensaio de Vermelho de Alizarina S,
conforme descricao anterior (Fase 1, 4.1.3).

Diferenciagdo Osteo/odontogénica

Células foram semeadas em placas de 24 pocos (10* células/cm?) com MP e
deixadas por 24h para adesdo. Em seguida, o meio foi substituido por MP ou MD,
contendo os estimulos (LPS 0.1, 1 e 10 ug/mL), e renovado a cada 48 horas. Apos
14 dias, a deposi¢ao de calcio foi detectada através de ensaio vermelho de alizarina
S a 2% (pH 4,2) (Sigma-Aldrich).

4.2.3 Detecgao de Produgao in vitro de MCP-1/CCL2 e OPG - Estimulo com
LPS

Para este experimento, SCAPs foram estimuladas com diferentes
concentragdes de LPS (0,1; 1 e 10 yg/mL) diluidos em MP, nos periodos de 1 e 24
horas. Apos estes periodos experimentais, o sobrenadante celular foi coletado de
cada pogo, acondicionado em tubos de microcentrifuga (1mL), centrifugado a 4°C,
1000 x g por 5 minutos, transferido para um novo tubo e armazenado a -20°C. As
concentracdes de MCP-1/CCL2 e OPG produzidas pelas células foram obtidas por
ensaio ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Placas de 96 pocgos (Corning Incorporated, EUA) foram recobertas com
anticorpos de captura para MCP-1/CCL-2 (DY279, R&D Systems, Minneapolis, USA)
ou OPG (GY805, R&D Systems, Minneapolis, USA) por 15 a 18 horas a TA em
camara umida. Apos a incubacédo, as placas foram submetidas ao primeiro ciclo de
trés lavagens sucessivas com PBS contendo 0,5% de Tween 20 (Sigma-Aldrich).
Posteriormente, foram incubadas por 2 horas a TA com 100 uL de solugdo de
bloqueio, composta por PBS contendo e albumina sérica bovina a 1% (BSA). Um
novo ciclo de lavagens foi realizado, e imediatamente apds, as amostras foram

adicionadas a cada pogo seguindo um template previamente desenhado. As
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concentragbes conhecidas da proteina padréo (recombinante) de cada alvo foram
inseridas na primeira fileira (vertical) de pogos em diluicdo seriada de 1/2 para a
confeccdo da curva padrao de diluicdo. Amostras e curva padrao foram incubadas
por 2 horas a TA. O terceiro ciclo de lavagens foi realizado e as placas foram
incubadas com o anticorpo biotinilado diluido em PBS BSA 1% por 2 horas
protegidas da luz. Novamente as placas foram lavadas, e incubadas com uma
solugao de PBS 1% e estreptavidina (R&D Systems, Minnesota, EUA) na proporgéo
de 1:200 ou 1:40, de acordo com orientagdes do fabricante, por 20 minutos em TA
protegidas da luz. Apés o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram incubadas com o
substrato tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) por até 30
minutos. A reagdo colorimétrica resultante da adicdo do substrato foi
paradal/interrompida pela adigdo da solugdo composta por acido sulfurico 2N. A
leitura das absorbancias foi realizada imediatamente, utilizando o comprimento de
onda de 450nm e 570nm, em espectrofotdmetro (Synergy/H1, Biotek Instruments,
Winooski, VT, USA). As concentragbes da proteinas foram determinadas por
interpolacdo da curva padrao e apresentadas como pg/mL para as amostras em
cada uma das condic¢des testadas.

4.3 FASE 3

4.3.1 Deteccdo da Expressao Génica dos Componentes do ECS

A expressao génica dos componentes do ECS em SCAPs foi avaliada por
transcricdo reversa do RNA mensageiro (RNAm) para obtengdo do DNA
complementar (cDNA), seguida de ensaio de Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativa (qQPCR). Foram avaliadas a expressao das enzimas responsaveis pela
sintese e hidrolise dos ECbs, sendo: NAPE-PLD, FAAH, DAGL e MAGL; a
expressao dos receptores canabindides CB1 e CB2, e do receptor vaniléide TRPV1
em SCAPs, com ou sem exposigcao ao LPS, utilizando tanto o meio de proliferagéo
quanto o meio de diferenciagdo osteo/odontogénica.

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos (2X10° células por pogo)
com meio de proliferagdo nas primeiras 24h. Apds este periodo, o meio de cultura foi

substituido por MD ou MP, com ou sem estimulo de LPS (Invitrogen) nas
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concentragdes de 0,1; 1 e 10 uyg/mL em periodos de 1h e 24h. Estes experimentos
foram utilizados para selecionar apenas 1 concentragdo de LPS a ser utilizada nos
demais periodos experimentais (3 e 7 dias) para avaliagdo de expressao génica dos
componentes do ECS.

Extracdo de RNA: Apds os periodos experimentais, foi realizada a aspiragéo
do meio de cultura dos pogos e as células foram lisadas com Trizol® (Invitrogen)
(1000uL/pogo). A extragao foi realizada pelo método guanidino-isotiocianato-fenol-
cloroférmio conforme descrito na literatura (Sipert et al., 2014). Apds adigédo de um
volume de 30% de cloroférmio (Merck), os tubos foram agitados e centrifugados a
13000 x g por 15 min a 4°C para a separagdo em 2 fases. A fase aquosa
(transparente) foi recuperada em aliquotas de 300 uL e colocada em tubos de
microcentrifuga e em seguida, foi adicionado 600 uL de isopropanol (Merck). Apds
agitagdo, o RNA foi precipitado por centrifugagdo a 13.000 x g por 10 min a 4°C e,
posteriormente, o tubo foi invertido para descarte das solu¢gdes. Em seguida, o
precipitado foi lavado com 1000uL de etanol 75% [em agua com dietil pirocarbonato
(DEPC) 0,1%], agitando-se vigorosamente em vortex. Nova centrifugacao foi
realizada a 7000 x g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi lavado com 500uL de alcool 75% em DEPC 0.1%. Nova centrifugagao
foi realizada a 7000 x g por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e os tubos
foram deixados para secar por aproximadamente 10 minutos. Apds secagem, o RNA
total foi reconstituido em 10 uL de agua tratada com DEPC 0,1% e armazenados a -
80°C.

Quantificagdo do RNA: A quantificagdo do RNA total foi realizada pela
leitura de 2 yL de cada amostra. As leituras foram realizadas em comprimento de
onda de 230, 260 e 280 nm e a concentracdo das amostras foi fornecida pelo
equipamento em ng/uL. Apds a quantificacdo do RNA, a quantidade a ser transcrita
foi definida para todas as amostras.

Tratamento com DNAse: Para eliminar a contaminagdo do RNA total por
DNA genbmico, procedeu-se ao tratamento de todas as amostras com DNAse
(Sigma-Aldrich). Apos padronizagdo das amostras com base na massa de RNA total,
agua DEPC foi adicionada individualmente de forma a se obter o volume final de 8
ML. A este volume foi adicionado 1 pyL de DNAse e 1 uL de solugdo tampao de
reacao. As amostras foram incubadas a TA por 15 min. Em seguida, 1 yL de solu¢ao
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de parada foi adicionada a cada amostra, totalizando o volume de 11 L por tubo,
seguida de nova incubagdo a 70°C por 10 min.

Transcricao reversa: Apos tratamento com DNAse, o RNA obtido foi
utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA), que foi realizada por meio do
kit High Capacity cDNA reverse transcription kit (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA). Para tal, foram adicionados a novos tubos devidamente identificados:
10 uL da solugéo tampao do kit, 1 yL do mix concentrado de enzimas (20X) e 9 uL
de cada amostra de RNA, totalizando 20 pL por reagdo. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 60 minutos, em seguida a 95 °C por 5 minutos, e mantidas
posteriormente a 4 °C.

gPCR: A analise quantitativa da expressdo dos genes foi realizada
empregando o sistema TagMan® (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Primers e
sondas inventoriados para CB1, CB2, NAPE-PLD, FAAH, DAGLA, MAGL e TRPV1
(Tabela 4.1) foram utilizados juntamente com TagMan® Mastermix Il. A express&o
dos genes alvo foi normalizada com base na expressao de GAPDH, utilizado como
controle endogeno. Foi utilizado 1 pL de cada amostra, previamente diluida da
seguinte forma: cDNA (1 parte) + agua ultrapura (3 partes), correspondendo a
diluicdo de %, juntamente com reagentes Tagman Gene Expression Mastermix®
(Thermo Scientific), primers e sondas, com um volume final de reagdo de 10 pL.
Esta diluicdo foi definida a partir de uma curva piloto realizada inicialmente,
utilizando diferentes diluicdes de cada amostra. A termociclagem compreendeu 2
min a 50°C, 10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto
a 60°C. Os resultados foram analisados com base no valor de Cr (cicle threshold —
ou ciclo limiar), determinado com base em controle negativo (sem amostra). As
meédias dos valores de Ct de medidas em duplicata foram utilizadas para calcular a
expressao do gene alvo, com normalizagéao ao controle endégeno (GAPDH), e entéo
comparados com o controle alvo-interno (grupo de células-controle nao estimuladas)
para o calculo da quantificagdo relativa, utilizando a formula 2 ™2°T. Estes ensaios
de RT-gPCR foram realizados no Laboratério de Biologia Oral da Faculdade de
Odontologia da USP de Sao Paulo (FOUSP).
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Tabela 4.1 — Sequéncia de primers utilizados para amplificagdo do cDNA no experimento gPCR

Genes Nome Abreviagao Ensaio TagMan
Cannabinoid receptor 1 CNR1 Hs01038522_s1
Cannabinoid receptor 2 CNR2 Hs00361490_m1
ECS N-acyphosphatidylethanolamine NAPE-PLD Hs00419593 _m1
phospholipase D
Diacilglycerol lipase DAGL Hs00391374_m1
Fatty acid amide hydrolase FAAH Hs01038660_m1
Monoglyceride lipase MGLL Hs00200752_m1
TRP Transient receptor potential cation TRPV1/VR1 Hs00218912_m1
channel subfamily V. member 1
Controle Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH Hs02786624_g1
Endégeno dehydrogenase

Fonte: a autora.

4.3.2 Papel de TRPV1 na Viabilidade, Diferenciagcao e Produgao de MCP-1/CCL-
2 e OPG por SCAPs - Bloqueio Farmacolégico de TRPV1 com Capsazepina

As acdes dos ECbs sdo mediadas preferencialmente por receptores
canabindides (CB1 e CB2), porém, podem também ocorrer via receptores nao
canabinoides (TRPV1). Pelo fato de ndo observamos a expressao génica de CB1 e
CB2 em nossas amostras, e tendo sido detectada a expressdo de TRPV1,
realizaram-se ensaios funcionais empregando um antagonista de TRPV1
(capsazepina [CPZ]), com o intuito de realizar o seu bloqueio farmacoldégico. A
capsazepina (Millipore Sigma) foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) segundo
orientagcdes do fabricante para obtengcdo de uma solugao na concentragcao de 5 mM,
para posterior diluicdo. O papel de TRPV1 na viabilidade, diferenciagdo e produgao
de citocinas e mediadores inflamatorios, com ou sem exposi¢cédo ao LPS, foi avaliado
a partir do seu bloqueio farmacolégico. Nestes ensaios, as ceélulas foram tratadas
com o antagonista de TRPV1 30 minutos antes da colocagdo dos estimulos. As
trocas de meio foram realizadas a cada 48 horas, sempre com pré-tratamento

utilizando o antagonista.
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4.3.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular de SCAPs apos bloqueio farmacolégico de TRPV1 com
CPZ foi realizada através de ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazélio) (Molecular Probes, Life Technologies) conforme
descrito previamente, nos periodos experimentais de 24, 48 e 72 horas, utilizando 3
concentracdes de CPZ: 1, 3 e 5 yM, diluida em DMSO. Para cada concentracéo de
CPZ foi utilizado um controle com a mesma quantidade do diluente. O objetivo
deste ensaio foi definir a concentracdo mais elevada de CPZ que néao
comprometesse mais que 50% da viabilidade celular, para ser utilizada nos

proximos experimentos.
4.3.2.2 Diferenciagéo osteo/odontogénica

A influéncia de TRPV1 na diferenciagdo osteo/odontogénica de SCAPs foi
avaliada através do ensaio de Vermelho de Alizarina apds periodo experimental de
14 dias, com ou sem tratamento com LPS e utilizando o antagonista CPZ, na
concentragédo de 5 M.

As células foram semeadas em placas de 24 pogos (5x104 células/pogo) com
MP e deixadas por 24h para adesao celular. Apos 24h o meio foi substituido por
meio de Diferenciagdo (MD) ou MP, com ou sem LPS. Nos grupos em que foi
realizado o bloqueio farmacologico de TRPV1, a CPZ era adicionada sempre 30
minutos antes dos estimulos. O meio de cada pogo foi renovado a cada 2 dias
durante 14 dias, quando o processo descrito no item 4.1.3 foi repetido para a

quantificacéo da deposicao de calcio.
4.3.2.3 Detecgéo de producao de MCP-1/CCL-2 e OPG por SCAPs

As células foram cultivadas na presenca de LPS, com ou sem bloqueio
farmacolégico de TRPV1, por 24 horas para a analise da produgao de MCP-1/CCL-
2, utilizando o método ELISA.

SCAPs foram semeadas em placas de 6 pogos (2X10° células por pogo)

com meio de proliferagao, e deixadas para adesao por 24h em incubadora. Apés
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este periodo, o meio de cultura foi substituido por MD ou MP (controle), na presenca
ou auséncia de LPS (0,1, 1 e 10 yg/mL), com ou sem bloqueio farmacoldgico de
TRPV1 com CPZ (5 uM). O sobrenadante foi coletado apds 24h e o ensaio ELISA foi
realizado exatamente como descrito na fase 2, item 4.2.2.

4.4 FASE 4

4.4.1 Papel dos ECbs em SCAPs in vitro

Apos os experimentos avaliando o papel de TRPV1 nas fungdes celulares de
SCAPs, foram iniciados os experimentos para avaliar o papel dos ECbs Anandamida
(AEA) e 2-AG na viabilidade, diferenciagao, produgéo de citocinas inflamatodrias e
expressdo de genes relacionados a mineralizagdo, por SCAPs. Todos os
experimentos foram realizados com e sem o bloqueio farmacolégico de TRPV1, e os
experimentos para avaliagado da producao de citocinas também foram realizados na
presenca e auséncia de LPS. Anandamida (10mg) (Cayman chemicals, Ann Arbour,
MI, USA) foi diluida em etanol seguindo as orientagbes do fabricante, de forma a
obter uma solugcédo de estoque na concentragdo de 10mM, para ser posteriormente
diluida de forma seriada, obtendo-se diferentes concentragdes. 2-AG foi diluido em
solugao de acetonitrila (Sigma Aldrich), seguindo as orientagées do fabricante para
obtencdo de uma solugdo de estoque na concentracdo de 10mM. A Capsazepina
(Millipore Sigma) foi diluida em DMSO, para obtengdo de uma solugédo na
concentracdo de 100mM, seguindo orientagdes do fabricante.

Os experimentos desta fase foram integralmente realizados nos laboratérios do
departamento de Endodontia da University of Health Science Center at San Antonio,
Texas (UTHSCSA), USA, com apoio de Bolsa FAPESP BEPE Processo
2018/21869-9 e do National Institute of Dental and Craniofacial Research (NIDCR)
Auxilio (RO1 DE0227929).

4.4.1.1 Viabilidade celular

Com o objetivo de analisar o efeito dos ECbs exdgenos na viabilidade de
SCAPs foi realizado inicialmente um estudo piloto utilizando somente AEA em 6
concentracdes, para a selecdo de 2 concentragdes para a realizacdo dos demais
experimentos. Realizou-se o0 ensaio colorimétrico 0OZBlue Cell viability
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(OZBiosciences), baseado na mensuragao da atividade da enzima desidrogenase
NADPH em células metabolicamente ativas, aferido por fluorescéncia. As células
ativas realizam a redugéo da resazurina (azul e nao fluorescente) para resofurina
(rosa e fluorescente) e o sinal produzido € diretamente proporcional ao numero de
células metabolicamente ativas. A leitura da fluorescéncia foi realizada nos
comprimentos de onda de 560-590nM em espectrofotdmetro FlexStation 3 Benchtop
Multi-Mode (Molecular Devices, San Jose, CA).

Para tal, as células foram cultivadas em placas de 96 pog¢os na concentragao
de 2 x 10° células por pogo e deixadas por 24h para ades&o. Apds 24h as células
foram estimuladas com MP ou MP + AEA nas seguintes concentragdes: 100uM, 10,
1,107, 102 e 10°. O meio de cultura com a mesma concentracdo do veiculo usado
para diluicdo da droga foi utilizado como controle. Os periodos experimentais foram
de 24h, 4, 7 e 14 dias. Apds a definicdo das 2 concentragdes mais elevadas que
mantiveram pelo menos 50% da viabilidade celular de SCAPs, foi utilizado o
endocanabindide 2-AG nas 2 concentragdes eleitas para a analise da viabilidade
celular em SCAPs.

O ensaio Cell Titer Glo 2.0 (Promega Corporation, Madison, WI, USA) foi
empregado utilizando AEA e 2-AG nas concentragdes 100 e 10 uM nos periodos de
24h, 4 e 7 dias. Este ensaio permite a determinagdo do numero de células viaveis
através da quantificacdo do ATP presente, indicativo de células metabolicamente
ativas. Neste ensaio, a luciferina € mono-oxidada pela luciferase resultando em
oxiluciferina e luz. A agdo da enzima €& dependente do ATP oriundo das células
viaveis em cultura. A leitura de luminescéncia foi realizada para a determinacédo do
numero de células metabolicamente ativas na amostra, em espectrofotdmetro, no

comprimento de onda de 500nM.

4.4.1.2 Diferenciagéo celular

A diferenciacao celular foi avaliada por meio da quantificacédo da deposicéo de
calcio, através da coloragédo de Vermelho de Alizarina S (descrito anteriormente),
com o periodo de inducao de 14 dias.

Células foram cultivadas em placas de 24 pogos (6x10* célula/poco) com MP e

deixadas 24h para adesdo. Os estimulos foram adicionados apds 24 horas divididos
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nos seguintes grupos: meio de proliferagdo (controle), meio de diferenciagao
osteo/odontogénica (MD), MD + AEA (100 uM e 10 uM) com e sem CPZ (1 uM), MD
+ 2AG (100 uM e 10 pM) com e sem CPZ (1 uM), MD+CPZ (1 uM). O meio de
cultura com os estimulos foram renovados a cada 48h. Para o preparo de MD, foi
utilizado o kit StemPro Osteogenic Differentiation (Gibco, Carlsbad, CA). No 14° dia
foi realizado o ensaio de viabilidade celular OZBlue previamente a coloragao
Vermelho de Alizarina S para verificagdo do numero de células viaveis em cada um
dos grupos. Desta forma, os dados de deposi¢cédo de calcio foram normalizados com
base nos dados de viabilidade celular, evitando o viés de interpretacdo dos dados de

deposicao de calcio a partir da variagcao de viabilidade/numero de células.

4.4.1.3 Detecgéo da produgéo de citocinas inflamatorias

Considerando a ocorréncia de reabsorgdo Ossea na regido apical de dentes
com rizogénese incompleta e necrose pulpar (Tobias Duarte et al., 2014), o papel
dos ECbs na modulacdo da producdo dos mediadores envolvidos na renovagao
O0ssea foram analisados.

SCAPs foram cultivadas em placas de 6 pocos (3x10° célula/pogo) com MP e
deixadas 24h para adesdo. ApoOs 24h as células foram estimuladas com os ECbs
AEA (10 uM), 2AG (10uM), com ou sem CPZ, na presenga ou auséncia de LPS (1
pug/mL). Nesta fase, ao meio de cultura foi adicionado 1% de SBF ao invés de 10%,
para que nao houvesse interferéncia dessa substancia na quantificacdo das
proteinas.

Apos 24h, os sobrenadantes foram coletados para posterior quantificacdo das
citocinas e TNF-a, TGF-B1, IL-6, M-CSF, CCL2, OPG, and RANKL. Para tal, foi
utilizado o ensaio Luminex/Multiplex Assay (Eve Technologies Corporation, Calgary,

Canada) que permite a analise de multiplos alvos em uma mesma amostra.

4.4.1.4 Detecgcdo da expressdo génica de marcadores de mineralizagdo

A expressdo génica de marcadores de mineralizagdo odontoblastica e
osteoblastica por SCAPs foram analisados através de transcricdo reversa seguida
de qPCR. Foi avaliada a expressao de marcadores osteoblasticos (DMP-1, OCN -
BGLAP, ALP, RUNX-2), odontoblastico (DSPP) e cementoblastico (CEMP-1), e o
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controle endogeno utilizado foi o gene 18S. A expressao génica de TGF- também
foi avaliada nos mesmos periodos. SCAPs foram tratadas com ECbs (100 yM) com
ou sem bloqueio farmacologico de TRPV1, por 1 e 7 dias.

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos (2X10° células por pogo)
com meio de proliferacdo nas primeiras 24h. Apos este periodo o meio de cultura foi
substituido por MP (controle) ou MD, com adi¢gao dos ECbs e/ou CPZ.

Para a extragdo de RNA foi utilizado o RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) e para a transcricdo reversa foi utilizado High Capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied biosystems, Carlsbad, CA, USA), seguindo as orienta¢des
do fabricante. Os primers e sondas utilizados estao descritos na tabela 4.2.

Os resultados deste ensaio foram analisados de acordo com o descrito no
item 4.3.1 da fase 3 de materiais e métodos deste trabalho.

Tabela 4.2 - Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo do cDNA no experimento qPCR

Genes Nome Abreviagao EnsaioTaqgMan
Alkaline phosphatase, placental ALPP Hs03046558_s1

Bone gamma-carboxyglutamate BGLAP Hs01587814_g1

protein
Mineralizagao Cementum protein-1 CEMP-1 Hs04185363_s1
. . - . DMP-1 Hs01009391_g1
Dentin matrix acidic phosphoprotein 1
Dentin sialophosphoprotein DSPP Hs00171962_m1
Runt related transcription factor 2 RUNX-2 Hs01047973_m1
Controle .
Endégeno Eukaryotic 18S rRNA 18S Hs99999901 s1

Fonte: a autora.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste Shapiro
Wilk. O teste one-way ANOVA seguido de post hoc Tukey foi utilizado para dados
paramétricos. O teste Kruskall Wallis seguido de post hoc Dunn foi utilizado para
dados ndo paramétricos. O teste two-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni foi
utilizado para identificar diferencas nas amostras de diferentes periodos
experimentais num mesmo ensaio. Os niveis de significancia foram determinados
com p<0.05. Foi utilizado o software Gradpadh Prism 8.0 (GraphPad, La Jolla, CA)
para as analises estatisticas. Todos os dados estdo expressos em média e desvio
padrao.
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5 RESULTADOS
5.1 FASE 1
5.1.1 Obtencao das Células da Papila Apical
A técnica para a realizagdo de cultura primaria de células da papila apical a
partir de explantes se mostrou passivel de reproducdo durante a execugao do

trabalho. A figura 5.1 ilustra culturas de células da papila apical realizadas durante o
estudo.

Figura 5.1 - Células de papila apical (SCAPs) obtidas a partir de cultura primaria. Imagens capturadas
em microscopio 6ptico com contraste de fases. Aumento de 100x

Fonte: a autora.

5.1.2 Caracterizacao Fenotipica das Células da Papila Apical

As células isoladas da papila apical expressaram niveis tipicos de marcadores
de superficie de células-tronco mesenquimais. Os resultados obtidos por citometria
de fluxo demonstraram positividade para marcadores de superficie de células-tronco,
tais como CD146, CD44 e STRO-1. As células também apresentaram minima
expressao de marcadores de células hematopoiéticas (CD45) ou endoteliais (CD34).
A representagdo em dot-plot da imunomarcagao esta demonstrada na figura 5.2 e a
porcentagem de expressao dos marcadores esta demonstrada na tabela 5.1.
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Figura 5.2 - Representacdo em dot plot da imunomarcacdo para CD146, CD24, CD34, CD45 e
STRO-1 por citometria de fluxo
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Fonte: a autora.

Legenda: A: Controle negativo; B: CD146; C: CD34; D: CD24; E: CD45; F: STRO-1; G:
Combinagao de CD146/PE + CD34/APC; H: Combinagao de CD146/PE+ CD24/APC.
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Tabela 5.1 - Porcentagem dos marcadores celulares em SCAPs

MARCADORES PORCENTAGEM

Controle negativo 0,2%

CD 146 85,5%

CD 34 5,6%

CD 24 5,5%

CD 45 1,8%

STRO-1 5%

CD 146 + CD 34 CD 146= 66,9% CD 34= 2,9%
CD 146 + CD 24 CD 146= 67,8% CD 24= 3,3%

Fonte: a autora.

5.1.3 Caracterizagcao Funcional: diferenciagao Celular

A formagdo de nodulos mineralizados foi detectada utilizando o ensaio de
Vermelho de Alizarina S. Apos 14 dias de cultura, SCAPs apresentaram capacidade
de diferenciagéo osteo/odontogénica, observada através da deposigao de calcio por
SCAPs estimuladas com MD, tendo MP como controle, demonstrada na figura 5.3.

Figura 5.3 - Inducéo de diferenciacédo osteo/odontogénica em células de papila apical

Meio de Proliferagdo Meio de Diferenciagdo

Macroscopia

Microscopia

Fonte: a autora.

SCAPs foram mantidas em Meio de Proliferagcdo (MP) ou meio de diferenciagdo (MD). Deposigéo de
calcio detectada por meio de ensaio de Alizarina S ap6s 14 dias de cultivo, imagens macro (painel
superior) e microscopicas (painel inferior).
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5.2 FASE 2

5.2.1 Viabilidade Celular — Estimulo com LPS

Para avaliar o efeito do lipopolissacarideo (LPS) sobre a viabilidade de
SCAPs, a sua citotoxicidade quando diluido em MP ou MD foi avaliada por meio de
ensaio empregando brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
(Molecular Probes, Life Technologies).

O estimulo com LPS em diferentes concentracdes e com diferentes meios
(MP e MD) ndo afetou a viabilidade de SCAPs em nenhum dos periodos

experimentais avaliados, conforme demonstrado na figura 5.4.
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Figura — 5.4 - Viabilidade de SCAPs apo6s estimulo com LPS. Células foram mantidas em meio de
proliferagdo ou diferenciagdo na presenca de LPS nas concentragbes de 0,1; 1 e 10

pg/mL
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Fonte: a autora.

Analise de viabilidade celular nos periodos experimentais de A: 24h; B: 3 dias, C: 5 dias; D: 7 dias; E: 14
dias. A viabilidade e/ou proliferacéo foi detectada indiretamente por meio do emprego de MTT. Nao

houve diferencga estatistica significante.
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5.2.2 Diferenciacao Celular — Estimulo com LPS

Para avaliar o efeito do LPS sobre a diferenciagao osteo/odontogénica de
SCAPs, foi utilizada a coloracdo Vermelho de alizarina S. Os grupos foram
comparados apenas com 0S grupos que receberam o mesmo meio de cultura,
conforme figura 5.5.

O estimulo com LPS (0,1 ug/mL) aumentou a capacidade de diferenciagao de
SCAPs, quando comparada ao grupo controle (MD). Ja o grupo estimulado com LPS
(10 pg/mL) promoveu uma redugao na diferenciagao celular, quando comparado ao

grupo estimulado com LPS 0,1 pg/mL, conforme ilustrado na figura 5.6.

Figura 5.5 - Inducéo de diferenciagdo osteo/odontogénica em células de papila apical ativadas com
LPS
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Fonte: a autora.

SCAPs foram mantidas em meio de proliferagdo (painel superior) ou meio de diferenciagcéo (painel
inferior) com LPS nas concentragdes indicadas (ug/mL) ou somente com meio controle (MP/MD).
Deposicdo mineral detectada por ensaio de Alizarina S ap6s 14 dias de cultivo, imagens macro e
microscopicas (100X)
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Figura 5.6 - Diferenciagdo Osteo/ Odontogénica — 14 dias. Quantificagdo de deposicdo mineral por
Vermelho de Alizarina S
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Fonte: a autora.

*, **: Diferenca significativa quando comparado ao controle MD (0) ou entre os grupos destacados (p<
0.05).

5.2.3 Deteccgao de Producgao in vitro de MCP-1/CCL-2 e OPG — Estimulo com
LPS

A detecgao da produgao de MCP-1/CCL2 e OPG foi realizada através do
ensaio ELISA, apés 1 e 24 horas de estimulo celular com LPS em diferentes
concentragoes.

A produgdo de MCP-1/CCL-2 apés 1 hora foi significativamente maior no
grupo estimulado com LPS 1ug/mL quando comparado a LPS 0,1 ug/mL (Figura
5.7). Em 24 horas, a produgdo nos grupos estimulados com LPS a 1ug/mL e
10pg/mL foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle (Figura 5.8).
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Figura 5.7 - Produgao de CCL-2 (pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagédo (MP)
estimuladas com LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 yg/mL) em uma hora

250- "
) 200 T
E
O 150+
o
2
' 100-
O
O 504
0 , .
MP 0.1 1 10
LPS pg/mL - + + +

Fonte: a autora.

#: Diferenca significativa quando comparado ao grupo estimulado com LPS 0,1ug/mL (p< 0.05).

Figura 5.8 - Produgédo de CCL-2(pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagao (MP)
estimuladas com LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 uyg/mL) em 24 horas
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Fonte: a autora.

*: Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05).
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A Osteoprotegerina (OPG) foi produzida por SCAPs no periodo de 1 hora,
porém, sem diferenca estatistica entre as concentracbées de LPS (Figura 5.9). Ja em
24 horas houve uma menor expressao de OPG nos grupos estimulados com LPS a
0,1 e 10pg/mL, quando comparados ao controle (Figura 5.10).

Figura 5.9 - Producédo de OPG (pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagcdo (MP)
estimuladas com LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 yg/mL) em uma hora
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Fonte: a autora.

Figura 5.10 - Producdo de OPG (pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagdo (MP)
estimuladas com LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 uyg/mL) em 24 horas
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Fonte: a autora.

*: Diferenga significativa quando comparado ao controle (MP) (p< 0.05).
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5.3 FASE 3

5.3.1 Deteccao da Expressao Génica dos Componentes do ECS em SCAPs

A expressado dos componentes do ECS foi avaliada inicialmente nos periodos
de 1 hora e 24 horas, utilizando 3 concentracbes de LPS com 2 meios de cultura
diferentes (MP e MD). O objetivo neste experimento foi definir 1 concentragdo de
LPS a ser utilizada nos demais periodos experimentais. Para os periodos de 3 e 7
dias, a concentracéo eleita de LPS foi de 10 pg/mL.

Apo6s 1 hora, observou-se expressdo de todas as enzimas do ECS, exceto
FAAH. Em relacdo aos receptores CB1 e CB2, ndo foi observada expressao em
nenhum dos periodos experimentais avaliados. Observou-se uma reducdo na
expressdo de DAGL quando os grupos tratados com MD+LPS (nas 3
concentragbes) foram comparados ao grupo controle. Essa redugdo também foi
observada ao comparar-se o grupo MD+LPS 1 ug/mL ao grupo MP+ LPS 1 ug/mL,
conforme observado na figura 5.11.

Figura 5.11 — Expressao génica de DAGL em SCAPs apo6s 1h de estimulo. A expressdao de RNAm foi
quantificada em relagédo ao gene de referéncia GAPDH

DAGL
1h

< 1.5-
Z
4
S
()]
©
g 1.0
ke
g #
o
S 0.5+ Tt
2
= *
IS
©
=2
G o0.0-

MP 04 1 10 MD 01 1 10
LPS ug/mL - + + + - + + +

MP MD

Fonte: a autora.
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*

: Diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05). #: Diferenca

significativa quando comparado ao grupo MP1 (p< 0.05).

Observou-se redugao significativa na expressao de DAGL apds 24 horas no
grupo estimulado com MD+LPS (10 pg/mL), quando comparado ao grupo controle
(Figura 5.12).

Figura 5.12 — Expresséo génica de DAGLA em SCAPs apds 24h de estimulo. A expressdo de RNAm
foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

*: Diferenga significativa em relagéo ao controle (MP) (p< 0.05).

Para a expressao génica das demais enzimas nos periodos experimentais de 3
e 7 dias foi eleita apenas 1 concentragédo de LPS (10 pg/mL), com MP ou MD.

Nao houve diferenca estatistica na expressao de DAGL apéds 3 e 7 dias quando
0s grupos experimentais foram comparados ao grupo controle, conforme figura 5.13.
Porém, observou-se reducdo na expressao no grupo estimulado com MD+LPS,
quando comparado ao grupo MD, em 3 dias. O grupo estimulado com MD
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apresentou redugdo na expressdo de DAGL apds 7 dias, quando comparado ao

mesmo grupo experimental no periodo de 3 dias.

Figura 5.13 — Expressao génica de DAGL em SCAPs ap6s 3 e 7 dias de estimulagéo. A expresséo de
RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

*: Diferenca significativa entre os grupos destacados (MD e MD 10) no periodo experimental de 3 dias
(p< 0.05).

#: Diferenca significativa entre o grupo MD quando comparado ao grupo MD no periodo experimental
de 3 dias (p< 0.05).

Ja em relagdo a expressao de MAGL apd6s 1h, observou-se reducdo em sua
expressdo em todos os grupos tratados com MD, quando comparados ao controle

(MP), conforme figura 5.14.
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Figura 5.14 — Express&o génica de MAGL em SCAPs apds 1h de estimulo. A expressdo de RNAm foi
quantificada em relagédo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

*,**: Diferencga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05).

Observou-se aumento na expressao da enzima MAGL apds 24 horas, nos
grupos estimulados com MP+LPS (1 ug/mL) e MD+LPS (10 pug/mL) em relagéo ao
controle (Figura 5.15).
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Figura 5.15 — Expressao génica de MAGL em SCAPs apés 24h de estimulo. A expressao de RNAm
foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

**: Diferencga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05).

Apo6s 3 dias nao observou-se alteracdo na expressao da enzima MAGL. Ja
apos 7 dias observou-se redugdo na expressao em todos os grupos experimentais,
quando comparados ao controle (MP). Observou-se também redugéo na expressao
de MAGL quando os grupos MP10 e MD foram comparados aos mesmos grupos no

periodo de 3 dias (Figura 5.16).
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Figura 5.16 — Expresséo génica de MAGL em SCAPs ap6s 3 e 7 dias de estimulo. A expressao de
RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

**: Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05).
#, ##: Diferenca significativa quando comparado ao mesmo grupo no periodo de 3 dias

(p< 0.05).

A expressdo de NAPE-PLD foi observada em todos os grupos nos diferentes
periodos experimentais, conforme figura 5.17. No periodo de 1h n&o foi observada
diferencga estatistica entre os grupos.
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Figura 5.17 — Expressédo génica de NAPE-PLD em SCAPs apds 1h de estimulo. A expressao de
RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

Ocorreu redugao na expressao génica da enzima NAPE-PLD apds 24 horas no
grupo estimulado com MD+LPS 10, quando comparado ao controle (MP). Observou-
se também uma redugéo na expressao no grupo MP+LPS 10 em relagdo ao grupo
MP+LPS 0,1. Ao comparar-se o grupo ativado com MP+LPS 0,1 e o grupo MD+LPS
0,1 observou-se uma redugdo na expressao génica da enzima NAPE-PLD neste

ultimo grupo, conforme demonstrado na figura 5.18.
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Figura 5.18 — Expresséo génica de NAPE-PLD em SCAPs apds 24h de estimulo. A expresséo de
RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

***. Diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) ou diferenga entre os grupos
destacados (p< 0.05).

# Diferenca significativa quando comparado ao grupo MP 0.1 (p< 0.05).

N&o foram observadas diferencgas significativas na expressdo de NAPE-PLD
entre 0s grupos experimentais no periodo de 3 dias. Ja apos 7 dias, todos os grupos
experimentais apresentaram uma redugcdo na expressao génica desta enzima
quando comparados ao controle, conforme figura 5.19. Além disso, os 2 grupos
estimulados com MD (com e sem LPS) apresentaram redugédo na expressao génica
de NAPE-PLD apos 7 dias, se comparados a expressao dos mesmos grupos no
periodo de 3 dias.
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Figura 5.19 — Expressao génica de NAPE-PLD em SCAPs apds 3 e 7 dias de estimulagdo. A
expressdo de RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

*, **: Diferencga significativa entre os grupos do periodo experimental de 7 dias quando comparados
ao controle no mesmo periodo (p< 0.05).

##, ###: Diferenca significativa entre o grupo MD e MD + LPS quando comparados aos mesmos
grupos no periodo experimental de 3 dias (p< 0.05).

A expressao de FAAH ocorreu apenas no periodo experimental de 24h e nao
houve diferenga entre os grupos e o controle. Ndo foi observada expressdo nos
grupos MD e MD+LPS (1 ug/mL ). Observou-se aumento na expressao génica nos
grupos estimulados com MD + LPS (0,1 e 10 pg/mL) em relagdo ao grupo MD e
MD+LPS (1 pyg/mL) (Figura 5.20).



115

Figura 5.20 — Expresséo génica de FAAH em SCAPs apods 24h de estimulo. A expressdo de RNAm
foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

**: Diferenca significativa entre os grupos destacados (p< 0.05).

&&: Diferenca significativa quando comparado ao grupo MD (p< 0.05).

Nado houve diferengca significativa na expressao de TRPV-1 apdés 1 e 24h,
quando os grupos foram comparados ao controle (MP). Porém, observou-se um
aumento na sua expressao génica no grupo estimulado com MP+LPS (10 pg/mL),
quando comparado aos grupos estimulados com MP+LPS nas demais
concentragbes, apos 1h (Figura 5.21). Ao comparar-se apenas 0S grupos
estimulados com LPS 10 uyg/mL (MP e MD) no periodo de 1 h, observou-se redugao
na expressdo de TRPV-1 no grupo estimulado com MD. No periodo de 24h
observou-se diferenga apenas nos dois grupos estimulados com LPS 1 ug/mL,
sendo que ocorreu aumento na expressao de TRPV-1 no grupo tratado com MD
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(Figura 5.22). Ja no periodo de 3 dias, observou-se redugao na expressao de TRPV-

1 no grupo estimulado com LPS 10 pg/mL em relagao ao controle (Figura 5.23).

Figura 5.21 — Expresséo génica de TRPV-1 em SCAPs apds 1h de estimulo. A expressdo de RNAm
foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

***: Diferenca significativa entre os grupos destacados (p< 0.05).
#: Diferenca significativa quando comparado ao grupo MP 10 (p< 0.05).
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Figura 5.22 — Expressao génica de TRPV-1 em SCAPs apos 24h de estimulo. A expressao de RNAm
foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

**: Diferencga significativa entre os grupos destacados (p< 0.05).

O receptor TRPV-1 foi avaliado apenas em 3 periodos experimentais: 1h, 24 h e
3 dias. Para o periodo de 3 dias foi eleita apenas a concentragao de 10 ug/mL de
LPS para a estimulacgao das células. Observou-se reducédo na expressao de TRPV-1
apenas no grupo estimulado com MP+LPS, quando comparado ao grupo controle,
conforme observado na figura 5.23.
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Figura 5.23 — Expresséo génica de TRPV-1 em SCAPs ap6s 3 dias de estimulacdo. A expressédo de
RNAm foi quantificada em relagdo ao gene de referéncia GAPDH
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Fonte: a autora.

**: Diferencga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) (p< 0.05).

5.3.2 Papel de TRPV1 na Viabilidade, Diferenciacao e Produg¢ao de MCP-1/CCL-
2 e OPG por SCAPs - Bloqueio Farmacolégico de TRPV1 com Capsazepina

5.3.2.1 Viabilidade celular

A fim de analisar o efeito da CPZ sobre a viabilidade de SCAPs foi realizado o
ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazdlio)
nos periodos de 24, 48 e 72 horas, primeiramente sem a presenca de LPS (Figura
5.24). Nao houve diferenga na viabilidade celular quando os grupos foram
comparados ao controle nos diferentes periodos experimentais. Também nao
observou-se diferenga ao comparar os grupos experimentais entre si, em cada
periodo. Para cada concentragdo de CPZ foi adicionado um grupo com a mesma
quantidade do diluente (DMSO) para avaliar uma possivel citotoxicidade desta
substancia.
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Figura 5.24 — Viabilidade celular de SCAPs apds tratamento com diferentes concentracdes de
capsazepina (CP2)
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Fonte: a autora.

Legenda: A: Viabilidade de SCAPs tratadas com diferentes concentragdes de CPZ apds 24h; B: apos
48h; C: apo6s 72h.

Num segundo experimento, a viabilidade celular foi avaliada adicionando,
além da CPZ, LPS (10 ug/mL). Nos grupos estimulados apenas com CPZ nao foi
observada diferenga estatistica na viabilidade celular ao compara-los ao controle
(MP). Entretanto, quando SCAPs foram expostas ao LPS, apés tratamento com
CPZ (3 e 5uM), observou-se redugao na viabilidade celular no periodo de 48h,
quando comparados ao grupo controle. Redugao semelhante foi observada no
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grupo tratado com quantidade de veiculo equivalente ao utilizado na CPZ 3uM
(Figura 5.25).

Figura 5.25 — Viabilidade celular de SCAPs apds tratamento com diferentes concentracdes de CPZ e
ativagdo com LPS (10 pg/mL)
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Fonte: a autora.

Legenda: A: Viabilidade de SCAPs tratadas com diferentes concentragbes de CPZ e LPS apés 24h;
B: apds 48h; C: apos 72h.

*: Diferenga significativa quando comparado ao grupo Controle (p< 0.05).
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5.3.2.2 Diferenciagao osteo/odontogénica

A formacdo de depdsitos de calcio foi detectada utilizando o ensaio Vermelho
de Alizarina S. SCAPs foram tratadas com CPZ (5 uM) na presenga ou auséncia de
LPS. N&o observou-se diferenga quando os grupos foram comparados ao controle
(sem tratamento). Ao comparar-se os grupos tratados com LPS (com e sem CPZ),
observou-se uma redugéao significativa na deposigédo de calcio no grupo tratado com
CPZ, apesar de nao haver diferenga em relagao ao controle (Figura 5.26).

Figura 5.26 — Diferenciagdo osteo/odontoblastica em SCAPs tratadas com CPZ (5 UM).
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Fonte: a autora.
SCAPs foram mantidas em meio de diferenciagdo (MD) e tratadas com CPZ na concentragao de 5 pM.

Anadlise da quantificagao de calcio detectada por meio de ensaio de Alizarina S.
*: Diferenca significativa entre os grupos identificados (p< 0.05).

5.3.2.3 Produgédo de MCP-1/CCL-2 e OPG por SCAPs

A detecgcao da producado de MCP-1/CCL2 e OPG foi realizada através do
ensaio ELISA, apds 24 horas de estimulo celular com CPZ e/ou LPS em diferentes

concentragoes.
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Nao foram observadas diferengas significantes na produ¢cao de MCP-1/CCL-
2 ap6s 24h ao comparar-se 0s grupos experimentais com o controle (MP).
Observou-se diferenga estatistica apenas entre os grupos estimulados com CPZ ,
conforme ilustra a figura 5.27.

Figura 5.27 - Produgéo de CCL-2 (pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagdo (MP)
estimuladas com CPZ e/ou LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 pg/mL), apos
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Fonte: a autora.

*, **, ***: Diferenca significativa entre os grupos identificados (p< 0.05).

Em relacdo a producdo de OPG, nao foram observadas diferencas
significantes ao comparar-se os grupos experimentais com o controle (MP) ou os

grupos entre si (Figura 5.28).
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Figura 5.28 - Producao de OPG (pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferagcédo (MP)

estimuladas com CPZ e/ou LPS em diferentes concentragdes (0,1; 1 e 10 ug/mL), apos 24h
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5.4 FASE 4

5.4.1 Papel dos ECbs em SCAPs in vitro

5.4.1.1 Viabilidade celular

O primeiro experimento realizado nesta pesquisa com ECbs exdégenos e SCAPs
foi o ensaio piloto de viabilidade celular, utilizando AEA em 6 diferentes
concentragdes. O objetivo foi definir as 2 maiores concentragdes que permitissem no
minimo 50% de viabilidade celular apds os periodos experimentais de 1, 4, 7 e 14
dias, realizado com OZBlue.

Observou-se um aumento na viabilidade celular apds 24h no grupo tratado com
AEA 1 uM quando comparado ao grupo controle, composto por MP + veiculo
utilizado na diluicdo de AEA (etanol). No grupo estimulado com AEA 100 uM
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observou-se redugdo significativa na viabilidade celular apés 4 e 14 dias quando
comparado ao grupo controle. As demais concentragbes nao apresentaram
diferenca estatistica em nenhum dos periodos, quando comparadas ao controle
(Figura 5.29). A partir deste ensaio, definiram-se as concentragcdes de 100 e 10uM
de AEA para serem empregadas nos proximos experimentos. Estas 2 concentragdes

selecionadas foram testadas também para 2AG.

Figura 5.29 — Ensaio piloto para avaliar a viabilidade celular de SCAPs tratadas com AEA em 6

concentragdes
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Fonte: a autora.
Viabilidade SCAPs ap6s tratamento com 6 concentragbes de AEA durante 1,4 7 e 14 dias.

*, **: Diferenga significativa entre os grupos quando comparados ao grupo controle (veiculo). (p<
0.05).

No segundo ensaio de viabilidade utilizou-se o Cell Titer Glo nos periodos de 1,
4 e 7 dias tanto para AEA quanto 2-AG (100 e 10uM). Observou-se redugéo na
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viabilidade celular em ambas as concentracbes de AEA nos 3 periodos
experimentais, quando comparadas ao controle. Além disso, observou-se diferenga
entre as 2 concentracbes de AEA em todos os periodos, sendo que 100uM
promoveu maior reducdo na viabilidade de SCAPs, quando comparada a 10uM
(Figura 5.30).

Figura 5.30 — Ensaio de viabilidade celular de SCAPs apds tratamento com AEA
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Fonte: a autora.

Viabilidade de SCAPs apds tratamento com 2 concentragbes de AEA nos periodos de A: 24h; B: 4
dias; C: 7 dias. O veiculo utilizado para diluir a AEA foi utilizado como controle.

** **** Diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (MP+veiculo), ou diferenca entre
os grupos identificados (p< 0.05).

No caso de 2-AG, observou-se uma redugao na viabilidade celular dos grupos

tratados com as 2 concentracbées do endocanabindide em todos os periodos
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experimentais, exceto para o grupo 2-AG 10uM apds 24h, que nao apresentou
diferenga em relagdo ao controle, mas apresentou aumento na viabilidade quando
comparado a concentracdo de 100uM  (Figura 5.31). Nos demais periodos
observou-se diferenca estatistica entre as 2 concentragdes de 2-AG utilizadas,
sempre com a menor concentracdo apresentando uma maior viabilidade celular

guando comparada a maior concentragao.

Figura 5.31 — Ensaio de viabilidade celular de SCAPs apds tratamento com 2-AG
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Fonte: a autora.

Viabilidade de SCAPs apods tratamento com 2 concentragdes de 2-AG nos periodos de A: 24h; B: 4
dias; C: 7 dias. O veiculo utilizado para diluir a AEA foi utilizado como controle.

** ****: Diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (MP+veiculo) ou diferenca entre
os grupos identificados (p< 0.05).
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5.4.1.2 Diferenciagéo celular

A deposigao de calcio foi avaliada através do ensaio vermelho de Alizarina S
apos 14 dias, com o objetivo de determinar o papel de ECbs exdgenos no processo
de diferenciagdo osteo/odontogénica de SCAPs, bem como a influéncia do receptor
TRPV-1 neste processo. Previamente a realizagdo da coloracdo de alizarina foi
realizado o ensaio OZBlue, apés 14 dias, para avaliacdo da viabilidade celular entre
os grupos. A partir dos resultados deste experimento, a quantificagdo da deposigcéo
de calcio foi normalizada de acordo com o numero celular.

Apos 14 dias, no experimento em que se utilizou AEA, todos os grupos
experimentais apresentaram maior deposicdo de calcio quando comparados ao
grupo controle (MP), independentemente do tratamento com CPZ (Figura 5.32).
Estes resultados sugerem que ndo houve envolvimento do receptor TRVP-1 neste
processo, ja que a utilizagdo da CPZ n&o promoveu alteragdes nos resultados deste

ensaio.

Figura 5.32 — Ensaios de viabilidade e diferenciacéo celular SCAPs estimuladas com AEA apés 14
dias.
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Fonte: a autora.

A: Viabilidade celular (OZBlue) apés tratamento com AEA e/ou CPZ; B: Quantificacdo da deposicéo
de calcio (Alizarina S) apdés normalizagdo de acordo com o numero de células.

*, xx, o o Diferencga significativa quando comparado ao grupo controle (MP) ou entre grupos (p<
0.05).
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Ja em relagdo ao experimento com 2-AG, observou-se que todos os grupos
experimentais apresentaram maior deposicdo de calcio quando comparados ao
grupo controle (MP), exceto os grupos estimulados com a maior concentragao de 2-
AG (100uM), que nao apresentaram diferenca em relagdo ao controle (MP),
independentemente de CPZ. Estes dois grupos apresentaram diferenca estatistica
em relagdo ao grupo MD, com uma reducédo significativa na deposi¢cao de calcio
(Figura 5.33). Como nao foram observadas diferengas em relagao a deposigéao de
calcio entre os grupos com e sem utilizagdo de CPZ, sugere-se que a diferenciagéo
ou inibigao induzida por 2-AG nao tenha envolvimento de TRPV-1.

Figura 5.33 — Ensaios de viabilidade e diferenciagéo celular SCAPs estimuladas com 2-AG apés 14
dias
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Fonte: a autora.

A: Viabilidade celular (OZBlue) ap6és tratamento com 2-AG e/ou CPZ; B: Quantificagdo da deposicao
de calcio (Alizarina S) apdés normalizagdo de acordo com o numero de células.
* e weer: Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (MP) ou entre grupos (p< 0.05).
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5.4.1.3 Detecgéo da produgéo de citocinas inflamatoérias

A quantificagdo da produgédo de citocinas foi realizada através do ensaio
Luminex/Multiplex. Nao foram observadas diferengas significativas na produgéo de
RANKL e TNF-a por SCAPs entre os grupos experimentais apds tratamento com os
ECbs, com ou sem bloqueio farmacolégico de TRPV-1, utilizando CPZ (Figura 5.34 e
Figura 5.35).

Figura 5.34 — Quantificagdo da producdo de RANKL por SCAPs apéds tratamento com AEA, 2-AG,
LPS e CPZ, por 24h
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Fonte: a autora.

Produgdo de RANKL apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1pg/mL) e CPZ (1uM),
por 24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.
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Figura 5.35 — Quantificagao da producédo de TNF-a por SCAPs apds tratamento com AEA, 2-AG, LPS
e CPZ, por 24h.
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Fonte: a autora.

Produgdo de TNF-a apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM),
por 24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.

Quando a producado de OPG foi avaliada, observou-se um aumento na sua
producdo nos grupos estimulados com AEA com e sem LPS, quando comparados
ao grupo controle (Figura 5.36). Ao compararem-se 0s grupos experimentais entre
si, observou-se aumento na produgcao de OPG no grupo estimulado com AEA +
LPS, em relagdo ao grupo estimulado somente com LPS. No experimento utilizando
2-AG, o unico grupo que apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle foi
o grupo estimulado com 2-AG+LPS+CPZ, apresentando um aumento na produgéo
de OPG. Este grupo também apresentou um aumento significativo na producéo de
OPG ao ser comparado com o grupo tratado apenas com LPS.
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Figura 5.36 — Quantificagdo da producédo de OPG por SCAPs apds tratamento com AEA, 2-AG, LPS e
CPZ, por 24h
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Fonte: a autora.

Produgédo de OPG apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1pg/mL) e CPZ (1uM), por
24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.

*, **, ***: Diferenga significativa entre os grupos quando comparados ao grupo controle ou entre os
grupos destacados (p< 0.05).

SCAPs apresentaram uma reducgdo significativa na produgcdo de IL-6 nos
grupos estimulados com AEA+LPS na presenga ou auséncia de CPZ, quando
comparados ao grupo estimulado com CPZ+LPS. Nenhum dos grupos apresentou
diferenga significativa ao ser comparado com o grupo controle. No experimento com
2AG observou-se redugao significativa na produgéo de IL-6 nos grupos tratados com
2AG + LPS, com ou sem CPZ, em comparagao ao grupo controle. Ocorreu aumento
na produgao de IL-6 no grupo tratado com 2AG + LPS, quando comparado ao grupo
tratado somente com LPS (Figura 5.37).
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Figura 5.37 — Quantificagdo da producéo de IL-6 por SCAPs apds tratamento com AEA, 2-AG, LPS e

CPZ, por 24h
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Fonte: a autora.

Produgéo de IL-6 apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por
24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.

*, **: Diferencga significativa entre os grupos quando comparados ao grupo controle ou entre os grupos
destacados (p< 0.05).

A producao de CCL-2 no experimento utilizando AEA nao apresentou diferenca
significativa quando os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle.
Observou-se redugdo na produgdo desta citocina nos grupos tratados com
AEA+LPS com ou sem CPZ, em relagdo ao grupo tratado somente com LPS. Ja no
experimento utilizando 2AG observou-se aumento significativo na produ¢ao de CCL-
2 nos grupos 2AG, 2AG+LPS com ou sem CPZ, quando comparados ao grupo
controle (Figura 5.38).
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Figura 5.38 — Quantificagao da produgcédo de CCL-2 por SCAPs ap6s tratamento com AEA, 2-AG, LPS
e CPZ, por 24h
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Fonte: a autora.

Produgédo de CCL-2 apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM),
por 24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.

*, ***. Diferenca significativa entre os grupos quando comparados ao grupo controle ou entre os
grupos destacados (p< 0.05)

Houve um aumento significativo na produgdo de M-CSF em todos os grupos
tratados com AEA, comparados ao controle. Os grupos AEA+LPS com ou sem CPZ
também apresentaram maior produ¢cdo quando comparados ao grupo LPS+CPZ. Ao
adicionar-se CPZ ao grupo tratado com 2AG+LPS observou-se um aumento
significativo na producao de M-CSF (Figura 5.39).
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Figura 5.39 —. Quantificagdo da produgdo de MCS-F por SCAPs apds tratamento com AEA, 2-AG,
LPS e CPZ, por 24h
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Fonte: a autora.

Produgédo de MCS-F apds tratamento de SCAPs com A: AEA (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM),
por 24h; B: 2-AG (10uM), LPS (1ug/mL) e CPZ (1uM), por 24h.

*, **: Diferencga significativa entre os grupos quando comparados ao grupo controle ou entre os grupos
destacados (p< 0.05).

5.4.1.4 Detecgédo da expresséo génica de marcadores de mineralizagdo

Neste ensaio, a expressdo génica dos marcadores de mineralizagao
osteo/odontogénica e cementoblastica, além de TGF-B, foram avaliados apos
tratamento de SCAPs com ECbs exégenos (100 uM) com ou sem o bloqueio
farmacolégico de TRPV-1, nos periodos experimentais de 24h e 7 dias. O grupo
controle é representado por SCAPs tratadas apenas com MD.

Em relagdo a expressdo génica de ALP nao foi observada alteragcdo na
expressdao em nenhum dos grupos experimentais nos periodos de 1 e 7 dias (Figura
5.40).
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Figura 5.40 — Expresséo génica de ALP por SCAPs apds tratamento com ECbs e CPZ

ALP
5_

B MD

S o B MP

c

S Il AEA

§ 5 I AEA+CPZ

né 0 2AG

; -10- Bl 2AG+CPZ
I CPZ

1 dia 7 dias

Fonte: a autora.

N&o ocorreu alteragdo na expressao génica de BGLAP em nenhum dos grupos
experimentais quando comparados ao controle, apés 1 e 7 dias. Ndo houve
diferenga na expressao génica de um mesmo grupo nos diferentes periodos (Figura
5.41).
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Figura 5.41 — Expressao génica de BGLAP por SCAPs ap6s tratamento com ECbs e CPZ
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Fonte: a autora.

Em relagdo a expressao génica de CEMP-1 n&o foram observadas diferencas
significantes quando os grupos experimentais foram comparados ao controle.
Porém, observou-se uma redugéo significativa na expressdo de CEMP-1 no grupo
tratado com CPZ, quando comparado ao grupo estimulado com AEA+CPZ no
periodo de 1 dia (Figura 5.42).
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Figura 5.42 — Expressao génica de CEMP-1 por SCAPs apds tratamento com ECbs e CPZ

CEMP-1

3— *%
o B VD
5 ,_
c B MP
o
g 14 Bl AEA
Z o~ Bl AEACPZ
E L I 2AG
o BN 2AG CPZ
= .2-
O Em CPZ

-3 | |

1 dia 7 dias

Fonte: a autora.

**: Diferenca significativa entre os grupos destacados (p< 0.05)

Observou-se redugédo na expressao de DMP-1 no grupo estimulado com AEA
quando comparado ao controle, no periodo de 1 dia. Além disso, ao analisar-se a
expressdo de DMP-1 no grupo MP nos 2 periodos experimentais, observou-se um
aumento significativo na sua expressao apos 7 dias. O mesmo padréao foi observado
ao comparar o grupo AEA nos 2 periodos experimentais (Figura 5.43).
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Figura 5.43 — Expressao génica de DMP-1 por SCAPs apds tratamento com ECbs e CPZ
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Fonte: a autora.

*: Diferenca significativa em relagéo ao controle (MD) (p< 0.05).
###, ####. Diferenca significativa entre o mesmo grupo no periodo de 24h (p< 0.05).

A expressdo de DSPP aumentou significativamente no grupo AEA no periodo
de 24h em relagdo ao controle. No periodo de 7 dias observou-se aumento na
expressdo de DSPP no grupo estimulado com MP quando comparado ao controle
no mesmo periodo, e a0 mesmo grupo no periodo de 24h. Ao comparar-se a
expressédo de DSPP no grupo tratado somente com AEA nos 2 periodos, observou-
se uma reducdo na expressao no periodo de 7 dias em relacdo ao periodo de 24h
(Figura 5.44).
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Figura 5.44 — Expressao génica de DSPP por SCAPs apds tratamento com ECbs e CPZ
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Fonte: a autora.

*,**: Diferenca significativa em relacéo ao controle (MD) (p< 0.05).
###, ####: Diferenca significativa entre o mesmo grupo no periodo de 24h (p< 0.05).

N&o houve diferenga na expressdo de RUNX-2 em nenhum dos grupos quando
comparados ao controle, em ambos periodos experimentais. No periodo de 7 dias
ocorreu uma reducdo na expressdo de RUNX-2 no grupo tratado com MP quando
comparado ao mesmo grupo, no periodo de 24h. Ja no grupo tratado com AEA
observou-se um aumento na expressdo de RUNX-2 no periodo de 7 dias, se

comparado ao mesmo grupo no periodo de 24h (Figura 5.45).
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Figura 5.45 — Expresséo génica de RUNX-2 por SCAPs ap6s tratamento com ECbs e CPZ
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Fonte: a autora.

####: Diferenca significativa entre o mesmo grupo no periodo de 24h (p< 0.05).

A expressao de TGF-B aumentou nos grupos tratados com AEA (com e sem
CPZ) no periodo de 1 dia, comparado ao controle. Apds 7 dias observou-se uma
reducdo da expressdo nos grupos estimulados MP, AEA+CPZ e CPZ quando

comparados aos mesmos grupos no periodo de 24h (Figura 5.46)
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Figura 5.46 — Expressao génica de TGF-f por SCAPs apds tratamento com ECbs e CPZ
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Fonte: a autora.

*: Diferenca significativa em relagéo ao controle (p< 0.05).
####: Diferenca significativa entre o mesmo grupo no periodo de 24h (p< 0.05).
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6 DISCUSSAO

A papila apical tem sido estudada e descrita na literatura como uma potencial
fonte de células-tronco, denominadas SCAPs, importantes durante a rizogénese e
terapia endodontica regenerativa (Sonoyama et al., 2008; Lovelace et al., 2011).
Este tratamento € indicado em casos de necrose pulpar e rizogénese incompleta,
como uma alternativa ao tratamento denominado apicificacdo, possibilitando a
continuagao e conclusao da formagéao radicular, quando bem sucedido (lwaya et al.,
2001).

A caracterizagao celular de SCAPs nesta pesquisa foi realizada de duas
formas: fenotipica e funcionalmente. A caracterizagao fenotipica foi realizada através
de imunomarcagcao e citometria de fluxo para identificacdo dos marcadores de
superficie expressos por estas células, em concordancia com outros estudos
(Sonoyama et al. 2006; Bakopoulou et al., 2013). A caracterizagdo funcional foi
realizada através da demonstracdo do potencial de diferenciagao
osteo/odontogénica de SCAPs, empregando o ensaio vermelho de Alizarina S, como
realizado em estudos prévios da literatura (Sonoyama et al., 2006; Huang et al.,
2010; Nada; Backly, 2018).

A imunomarcacgéo citometria de fluxo neste trabalho apresentou resultados
semelhantes aos descritos por Schneider et al. (2014) para os marcadores STRO-1
(5 e 6%, respectivamente) e CD24 (5,5 e 5,9%), porém, diferentes dos obtidos por
Sonoyama et al. (2006) para o marcador STRO-1 (12%). As primeiras
caracterizagdes de SCAPs relatadas na literatura eram baseadas principalmente na
expressao deste marcador (Sonoyama et al. 2008), indicativo da origem
mesenquimal destas células (Huang et al. 2008). Entretanto, logo comprovou-se que
as células positivas para STRO-1 representavam apenas uma pequena
subpopulagao de SCAPs (Bakopoulou et al., 2011; Wu et al., 2012), justificando sua
baixa porcentagem de expressao para este marcador. CD-24 é considerado um
marcador indicativo de pluripotencialidade, diretamente relacionado a SCAPs e
exclusivamente expresso por estas células (Liu et al., 2016), mesmo que em baixas
concentragdes, como observado em nosso trabalho e em concordancia com outros
estudos (Ding et al., 2010; Zhang et al., 2014; Meneses et al., 2020). Em relagao ao
CD 146, marcador de células-tronco perivasculares, no presente trabalho observou-
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se uma maior expressao (85,5%) quando comparado aos trabalhos de Schneider et
al. (2014) (75,6%) e Egusa et al. (2012) (72,3%), e em concordancia com os valores
obtidos por Bakopoulou et al. (2015). Estas divergéncias podem estar relacionadas a
heterogenicidade das populagdes de SCAPs selecionadas para a caracterizagao
fenotipica, influenciada pelo seu perfil dinamico, dependendo da passagem em que
se encontram, diferenciagéo e ativagéo (Ruparel et al., 2013).

As condigdes microambientais do elemento dental nas quais SCAPs estéo
inseridas, bem como a presenga de infecgdo local, tem potencial para interferir em
fungdes celulares como proliferagcao e diferenciagao (Lertchirakarn; Aguilar, 2017),
influenciando os resultados de tratamentos regenerativos. Para avaliar o papel de
antigenos bacterianos nas fungdes celulares, € comum a estimulagdo de SCAPs
com diferentes concentragdes de LPS em experimentos in vitro (Marcal et al., 2010;
Kato et al., 2014). Ja foi demonstrado que baixas concentragdes de LPS nao
promovem alteragbes nas taxas de proliferacdo e diferenciacdo celular
(Lertchirakarn; Aguilar, 2017), corroborando outros trabalhos que demonstram a
capacidade de sobrevivéncia de SCAPs diante de infec¢gdes no sistema de canais
radiculares (Tobias Duarte et al., 2014; Chrepa et al., 2017). Entretanto, a
concentragdo de LPS presente em um canal infectado € de dificil quantificagdo e
ndo apresenta consenso na literatura. Ja foi estimada entre 0,001 e 0,1ug/mL,
podendo apresentar valores bem mais elevados, dependendo do método utilizado
para coleta e quantificagao (Martinho et al., 2011; Marinho et al., 2012), incluindo
valores entre 0,48 e 4,421ug/mL (Jacinto et al., 2005). Para o desenvolvimento deste
estudo, foi empregada uma versao comercial de LPS de Escherichia coli com fins
de padronizacdo e para possibilitar reproducdes futuras. Apesar de ndo ser um
microrganismo prevalente em infec¢gdes endoddnticas, possui sua endotoxina
estrutural e Dbiologicamente semelhante a do Fusobacterium nucleatum,
microrganismo prevalente em infec¢des endodonticas (Okahashi et al., 1988; Onoue
et al.,, 1996). O estimulo com LPS de E.coli, tanto em meio de proliferagdo como
diferenciagao, ndo afetou a viabilidade de SCAPs em nosso estudo. Ja o potencial
de diferenciagao celular aumentou quando o LPS na concentragéo de 0,1 ug/mL foi
utilizado, se comparado ao controle. Este achado confirma a possibilidade de
alteragao no padrao de diferenciagao celular diante de um processo infeccioso, em
concordancia com outros autores (Lertchirakarn; Aguilar, 2017; Seeley; Ghosh,
2017). Lertchirakarn e Aguilar (2017) ndo observaram alteracdo no potencial de
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diferenciagdo de SCAPs empregando diferentes concentragdes de LPS de P.
gingivalis, apés 7 dias, utilizando a concentragcao maxima de 5 ug/mL. Os autores
relataram uma maior expressdao de BSP no grupo tratado com LPS (5 pg/mL),
estimulando um padrdo osteogénico de diferenciagédo celular. Este achado poderia
sugerir uma justificativa para o fato de que os tecidos mais comumente observados
no interior do canal radicular apdés procedimentos regenerativos s&o tecidos
cementoides ou ostedides (Nosrat et al., 2015). Sabe-se que os efeitos do LPS na
proliferacdo e diferenciagdo celular podem ser influenciados por fatores como: tipo
celular, fonte bacteriana do LPS e concentracdo da endotoxina empregada
(Lertchirakarn; Aguilar, 2017); portanto, LPS de diferentes fontes podem promover
efeitos antagbnicos no mesmo tipo celular, assim como diferentes tipos celulares
podem responder de maneira diferente ao mesmo LPS (Chatzivasileiou et al., 2013;
Kato et al., 2014). Nossos resultados iniciais fortalecem a procura por mediadores
inflamatdrios potencialmente envolvidos na inibicao da diferenciagao, neste contexto.
Em uma revisao, Diogenes e Hargreaves (2017) destacaram a
importancia da compreensdo do efeito de antigenos microbianos, como o LPS,
remanescentes nas paredes de canais radiculares apos a realizagao dos protocolos
de descontaminacdo em casos de revascularizacdo. Os autores alertam a
comunidade cientifica para a necessidade de investigagbes dentro deste contexto.
Apos a avaliacido da influéncia de diferentes concentragdes de LPS nas
funcdes de SCAPs, analisamos a producao de citocinas por estas células através de
ensaio ELISA, apds exposicdo ao LPS, para caracterizar a resposta inflamatoria a
este antigeno. Sabe-se que a exposicdo de SCAPs as citocinas inflamatérias pode
promover alteracdbes em suas funcdes celulares, dentre elas proliferacdo e
diferenciagao, ressaltando a importancia do impacto da inflamag&o no prognostico
dos tratamentos regenerativos (Liu et al.,, 2016). Uma das citocinas analisadas foi
MCP-1/CCL-2, relacionada ao recrutamento de mondcitos/macrofagos para sitios
inflamatorios, ativando a quimiotaxia de células de defesa para a regido, sendo esta
uma resposta importante para eliminar os patdgenos através da fagocitose
(Deshmane et al., 2009). Observamos que as concentragdes de 1 e 10 ug/mL de
LPS promoveram um aumento na produgao de CCL-2 por SCAPs apds 24h, quando
comparadas ao grupo controle. A presenca desta citocina ja foi demonstrada em
areas relacionadas a infecgao endoddntica, como lesdes periapicais (Rahimi et al.,
1995; Marcal et al., 2010), e 0 aumento na sua concentragao ja foi constatado em
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células pulpares, na presenca de LPS (Jiang et al., 2003), o que corrobora nossos
achados em SCAPs.

O desenvolvimento das lesdes periapicais depende da interagao estabelecida
entre os antigenos microbianos e a resposta imune do hospedeiro, resultando na
produgcdo de citocinas inflamatorias e posterior reabsor¢do Ossea. A
osteoprotegerina (OPG) é uma proteina envolvida nos processos de remodelagao
0ssea, e sua menor expressao em areas de lesdes periapicais ja foi previamente
demonstrada por Kawashima et al. (2007). Em nosso trabalho, observamos que
SCAPs produzem OPG na auséncia de antigenos microbianos, e que ha uma
redugéo nesta produgdo em grupos estimulados com LPS (0,1 e 10 yg/mL), quando
comparados ao controle, apds 24h. Este achado indica que o LPS tem potencial
para alterar a produ¢cdo de mediadores importantes para a remodelacdo Ossea,
podendo favorecer a diferenciacdo osteoclastica, devido a redugcédo na producao de
OPG, e, consequentemente, favorecer a instalacdo de processos reabsortivos.
Kikuchi et al. (2001) observaram que o LPS é capaz de estimular diretamente os
osteoblastos a expressarem RANKL, resultando em maior diferenciagcéo
osteoclastica.

A instalagdo e desenvolvimento de processos inflamatérios no organismo
(Rettori et al., 2012) pode levar a produgédo de componentes do ECS, exercendo
importante papel na modulagdo de fungbes celulares (Berdyshev et al.,, 1997). O
ECS ja foi caracterizado em diferentes tipos celulares, porém, ainda ndo havia sido
demonstrado em SCAPs, ressaltando o carater inédito de nossa pesquisa. A
expressado génica das enzimas envolvidas na sintese e degradacao de ECbs foi
observada em SCAPs estimuladas com concentragdes de até 10 ug/mL de LPS,
com MD ou MP. A expressao da enzima NAPE-PLD, que participa da sintese de
AEA foi observada em todos os periodos experimentais desta pesquisa. Por outro
lado, a expressdo da enzima FAAH, que participa da degradagdo deste
endocanabindide, foi observada apenas no periodo experimental de 24 horas.

Apesar da deteccdo das enzimas, ndo foi detectada a expressao génica dos
receptores CB1 e CB2 em nossas amostras, independentemente do periodo
experimental. A expressdo génica de CB1 em odontoblastos humanos ja foi
caracterizada em experimentos in vitro (Que et al., 2017), bem como a expressao e
ativacdo de CB1 e CB2 em DPSCs (Tsumura et al.,, 2012), podendo estar
associados a processos fisiolégicos como reparo tecidual (Miyashita et al., 2012).
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Segundo Ofek et al. (2006), ndo houve expressao de CB2 em células mesenquimais
de medula 6ssea até que as mesmas tivessem sido cultivadas em meio osteogénico
durante 20 dias, quando passaram a expressar este receptor. Uma hipotese para a
auséncia de expressdao dos receptores em nossas amostras € que,
semelhantemente as células mesenquimais indiferenciadas de medula 6ssea (Ofek
et al.,, 2006), SCAPs nao expressem CB1 e CB2 nas condi¢cdes especificas
reproduzidas neste estudo. Outra hipdtese € que os ECbs poderiam ativar
receptores em SCAPs além dos receptores canabindides, como por exemplo, o
TRPV-1, que € um receptor vanildide (Galiegue et al., 1995; Scutt; Williamson,
2007), cuja expressao génica foi demonstrada na presente pesquisa.

A expressao do receptor TRPV-1 foi detectada em nossas amostras em todos
os periodos experimentais analisados. Ocorreu redugéo significativa na expressao
deste receptor no grupo estimulado com MP+LPS (10 ug/mL) no periodo de 3 dias,
quando comparado ao controle. Sabe-se que uma das vias de ativacdo de TRPV-1 é
o receptor toll-like 4 (TLR-4), apdés estimulo com LPS, cujo mecanismo ja foi
previamente relatado na literatura utilizando neurbnios sensoriais trigeminais
(Diogenes et al., 2011). Logo, poderia-se prever um aumento na sua expressao nos
grupos tratados com LPS, o que ndo foi observado. A ndo coincidéncia entre o
momento de expressao génica e o periodo experimental avaliado podem ser
possiveis explicacdes para os resultados.

Ha evidéncias de que AEA ative TRPV-1 direta ou indiretamente via
metabalitos da lipoxigenase, sendo que este agiria como um integrador molecular de
estimulos térmicos e fisicos, exercendo importante papel na hiperalgesia inflamatoria
(Scutt; Williamson, 2007; Saito et al., 2010). Considerando que houve expressao
génica da enzima responsavel pela sintese de AEA (NAPE-PLD) nas amostras em
todos os periodos experimentais, e supondo que tenha ocorrido a produgao
endogena de AEA, esta pode ter exercido influéncia na expressao génica de TRPV-
1. A afinidade e poténcia de AEA por TRPV-1 é aumentada pela inibicado de FAAH
(enzima responsavel pela degradacao de AEA) em certos tecidos (Ross, 2003). Na
presente pesquisa observou-se a expressdao de FAAH apenas no periodo
experimental de 24 horas. Este fato pode ter contribuido para o aumento da
disponibilidade de AEA, e, consequentemente, para o aumento da ativagcdo de
TRPV-1 pela mesma, em situacdes especificas. Devido a sua afinidade tanto por
CB1 quanto por TRPV-1, AEA é considerada um endocanabindide e endovaniloide
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(Ross, 2003). Além dos ECbs, outras substancias podem
ativar os receptores TRPV-1, como metabdlitos oxidados do acido linoleico. Estas
substancias sao liberadas apds dano celular causado por elevadas temperaturas,
ativando TRPV-1, que participa da reposta hiperalgésica e proinflamatoria
(Partwardhan et al. 2010) .

Devido a sua similaridade com acidos graxos poliinsaturados, AEA pode ser
utilizada como substrato por enzimas como lipoxigenases e cicloxigenases,
originando metabdlitos bioativos potentes (Yu et al., 1997). Neste processo, a
enzima COX-2, por exemplo, participaria da oxidagdo de AEA, obtendo-se como
produto final a Prostaglandina E, Etanolamida (Yu et al., 1997; Kozak et al., 2004).
Este processo demonstra a existéncia de uma via mediada por COX-2 no
metabolismo de AEA, com geracdo de metabdlitos que representam uma nova
classe de prostaglandinas. Yu et al. (1997), em estudo, sugerem 3 justificativas
principais para este processo: 1: representa um mecanismo fisioloégico alternativo
para inativacdo de AEA; 2: via para sintese de novas prostaglandinas e 3:
modulagéo de prostaglandinas locais pela AEA, via COX-2. Em células ativadas por
LPS ocorre um aumento na expressao de COX-2, previamente relatada em estudos
de nosso grupo (Meneses et al., 2020) e, possivelmente, aumento no metabolismo
de AEA por esta via ao invés da convencional, pela enzima FAAH, possivelmente
justificando sua expressdo em apenas 1 dos periodos experimentais de nosso
estudo.

ApoOs a demonstragdo de expressao génica do receptor TRPV-1 em SCAPs,
realizamos o tratamento das células com o antagonista de TRPV-1 (capsazepina)
para quantificagdo das citocinas produzidas, através de ensaio ELISA. Neste
experimento, ndo se observou diferenga na produgcéo de OPG nos diferentes grupos
analisados. Takita et al. (2007) demonstraram que o tratamento de osteoblastos e
células da medula 6ssea com capsaicina (agonista de TRPV-1) pode levar a uma
significante reducdo ou total inibicdo na formagao de osteoclastos, dependendo de
sua concentragdo. Este efeito, segundo os autores, se deve a inibicdo na expresséo
de RANKL (mRNA) observada em células tratadas com IL-1, na presenca de
capsaicina. Os autores concluem neste estudo que a capsaicina poderia contribuir
para a inibicao na formacao de osteoclastos através da supressao na expressao de
RANKL. Ja Sooampon et al. (2013a) observaram uma maior expresséo de OPG,

sem afetar a expressdo de RANKL, em células de ligamento periodontal humano
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tratadas com capsaicina. Baseados nestes estudos, poderia-se supor que o
tratamento com capsazepina (antagonista de TRPV-1), promoveria efeitos
antagbnicos aos promovidos pela ativagdo deste receptor, ou seja, a redugdo na
producdo de OPG. Entretanto, este resultado n&o foi observado em nossos estudos
apos tratamento de SCAPs com CPZ, na presencga ou auséncia de LPS. Diferentes
resultados podem estar relacionados ao microambiente no qual as células estao
inseridas, bem como o tipo celular utilizado.

Deve-se considerar ainda o efeito da
concentracdo de SBF utilizado nestes estudos, que pode promover alteragdes no
padrdao de sintese protéica e expressdo génica em células humanas, justificando
diferentes resultados obtidos em estudos (van der Valk et al., 2018).

As 2 concentragdes de AEA e 2-AG utilizadas neste trabalho promoveram
uma reducao na viabilidade de SCAPs quando comparadas ao controle em todos os
periodos experimentais (Figura 5.30 e 5.31), exceto no grupo estimulado com 2-AG
(10 pM) no periodo de 24h, que nao apresentou diferenga quando comparado ao
controle (Figura 5.31). E interessante ressaltar que, em todos os periodos
experimentais, a reducdo na viabilidade promovida pelos ECbs foi concentragao-
dependente, sendo observadas diferengas entre os grupos, ao comparar ambas
concentragdes. Maccarrone et al. (2000) relataram um efeito apoptético de AEA em
células humanas de neuroblastoma e linfoma, via TRPV-1. Quando AEA ativa um
receptor vanildide, ocorre inicialmente um aumento na concentragdo intracelular de
calcio, ativacdo da cicloxagenase e lipoxagenase, redugcdo do potencial de
membrana mitocondrial, liberagdo de citocromo C e ativagcado de caspases, levando a
apoptose. Ja quando AEA ativa um receptor canabindide ocorre a ativagdo de seu
transportador de membrana (Anandamide Membrane Transporter - AMT),
internalizacdo do endocanabindide e subsequente clivagem do mesmo em acido
araquidénico e etanolamina, via FAAH, contribuindo para a inibicdo de eventos
apoptoticos. A partir dos resultados deste estudo, pode-se sugerir que os ECbs
tenham ativado TRPV-1, exercendo efeitos apoptdticos sobre SCAPs.
Diferentemente, Hofmann et al. (2014) observaram que o tratamento de células
endoteliais com AEA (1 uM) promoveu aumento na proliferacao celular apés 48
horas, e demonstraram que esta ativagdo ocorreu via TRPV-1. No presente estudo,
nao foi observada alteracdo na proliferacdo celular quando AEA foi utilizada na

concentracdo de 1 uM, em estudo piloto, quando comparado ao controle. Porém,
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quando concentragdes mais elevadas foram empregadas, os ECbs promoveram
uma reducdo na proliferagao celular, se comparados ao controle.

Ainda, considerando que o sitio de ligacdo para agonistas de TRPV-1 esta
localizado intracelularmente, a eficacia de AEA exdgena na ativagédo deste receptor
esta relacionada a sua capacidade de entrada na célula (Ross, 2003). Os ECbs em
concentracbes mais elevadas provavelmente apresentem maior facilidade de
entrada na ceélula, reduzindo a viabilidade de SCAPs. Diferentemente, as
concentragbes mais baixas produziram um menor efeito inibitdério na viabilidade
celular, possivelmente devido a menor eficiéncia de entrada na célula. Nossos
achados estdo em concordancia com os de Hofmann et al. (2014), que observaram
um efeito inibitério na proliferacdo de células endoteliais quando concentragdes de
AEA a partir de 10 uyM foram utilizadas. Porém, divergem dos achados de Smith et
al. (2015) que nao observaram diferenca na viabilidade celular de osteoblastos
humanos apds tratamento com AEA (10 uM) por 4 dias, se comparados ao controle.
E importante ressaltar que os ECbs podem ter ativado receptores canabindides,
cujos sitios de ligagdo estdo extracelularmente localizados, ou ainda outros
receptores, previamente citados neste trabalho e n&do abordados diretamente em
nossos ensaios. O fato de ndo observarmos expressao génica de CB1 e CB2 em
SCAPs neste estudo ndo indica a auséncia deste receptor neste tipo celular, mas
sim, a auséncia de expressao nos periodos avaliados e condi¢cdes reproduzidas
neste estudo.

Os diferentes achados indicam que existem variagcdes nos efeitos de ECbs
sobre a proliferacdo celular, dependendo do receptor ativado, disponibilidade do
AMT, tipo celular e concentragao das substancias utilizadas.

Quando o papel dos ECbs foi avaliado em relacdo a capacidade de
diferenciagao de SCAPs, observou-se maior deposi¢cédo de calcio em todos os grupos
estimulados com AEA, independentemente do tratamento com CPZ, quando
comparados ao controle (MP). Neste caso, € possivel afirmar que AEA tenha um
papel importante na diferenciagcdo osteo/odontogénica de SCAPs, e que este
mecanismo ocorre de maneira independente de TRPV-1, ja que o tratamento com
CPZ na presenca de ECbs ndo promoveu alteracbes na deposicdo de calcio.
Quando SCAPs foram estimuladas apenas com CPZ, sem ECbs, também n&o se
observou alteragdo na diferenciacdo celular, sugerindo que TRPV-1 ndo esteja
ativado nesta condicdo ou que n&o esteja envolvido neste processo. Nossos
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achados estdo de acordo com os achados de Smith et al. (2015) que néo
observaram alteragcao na deposigao de calcio apdos tratamento de osteoblastos com
AEA por 21 dias, comparado ao controle (MD+veiculo). Em nossos ensaios prévios
realizados apenas com CPZ e LPS, também nao se observou redugao na deposi¢cao
de calcio em relagao ao controle (MD).

Em relacao a 2-AG, observou-se inibicdo na diferenciagao celular quando a
maior concentragao foi utilizada (100 uM), independentemente da presenca de CPZ.
Ja quando a concentracado de 10 uM foi utilizada, ocorreu um aumento na deposigao
de calcio quando comparado ao controle (MP). Isto sugere que 2-AG desempenhe
um papel importante na diferenciagdo celular, e que sua agao ocorra de maneira
concentragao-dependente, independentemente de TRPV-1. Smith et al. (2015) ndo
observaram alteracdo na deposicdo de calcio apdés 21 dias de estimulagdo de
osteoblastos humanos com 2-AG em diferentes concentragdes, quando comparados
ao controle (MD+veiculo). A concentragédo mais elevada utilizada no estudo anterior
foi de 10 uM, corroborando nossos achados em relagao aos resultados do ensaio de
diferenciagdo. Os autores observaram uma redugédo na produg¢do de colageno nos
grupos tratados com 2-AG, considerado um marcador tardio da diferenciagado de
osteoblastos e arcaboucgo para a deposicado de matriz 6ssea, e ressaltam que isto
poderia implicar numa reducdo na producdo de matriz 6ssea, in vivo. Ja Scutt e
Williamson (2007) observaram um aumento na producao de colageno em BMSCs de
ratos apos estimulagdo com 2-AG em concentragbes semelhantes, mas nao
observaram alteracbes neste parametro para MSCs. Além da diferenca nos tipos
celulares utilizados nestes estudos, o tempo de cultivo e 0 momento em que as
células foram ativadas pelos ECbs (durante o plaqueamento ou ao atingir
confluéncia) sdo fatores importantes a se considerar na andlise de diferentes
resultados (Smith et al., 2015).

No presente estudo, previamente a realizacdo do ensaio Alizarina S
realizou-se o0 ensaio de viabilidade celular, para avaliar a variagdo do numero de
células em cada grupo, ao final do experimento. Posteriormente, realizou-se a
normalizacdo dos valores correspondentes a deposi¢cdo de calcio com o numero de
células de cada grupo, com uma projegao dos resultados diante deste novo cenario.
Este processo foi realizado para reduzir possiveis equivocos nas interpretagcdes dos
resultados da quantificagcdo de calcio, baseados somente no numero final de células.

by

Sabe-se que estes calculos ndo equivalem a reproducdo da realidade, porém,
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diminuem o viés interpretativo, ja que faz-se uma projegao de resultados com base
no mesmo numero final de células em todos os grupos. Outro fator a ser
considerado € a influéncia das células ndo viaveis sobre as células remanescentes,
presentes no mesmo ambiente. A liberacdo de diferentes moléculas apos stress e
dano celular oxidativo tem potencial para interferir no funcionamento das células
remanescentes. Estas moléculas sdo denominadas padrdes moleculares associados
a danos (damage-associated molecular patterns, DAMPs), e, ao serem liberadas
para o meio extracelular podem ativar o sistema imunologico, desencadeando uma
reacao inflamatoria e alterando o padréo de resposta das células viaveis a diferentes
substancias. Apesar do efeito pré-inflamatorio, DAMPs também estdo envolvidas no
mecanismo de reparo apos agressdes (Vénéreau et al., 2015).

Em relacdo ao padrédo de expressédo génica apds estimulagdo com ECbs
e/ou CPZ em meio osteogénico, nao houve diferenga significativa na expresséo de
CEMP-1 e RUNX-2 entre os grupos experimentais quando comparados ao controle
(MD). Observou-se aumento na expressdo do marcador odontoblastico DSPP no
grupo tratado com AEA no periodo de 1 dia e redugédo na expressdao do marcador
osteoblastico DMP-1 neste grupo, no mesmo periodo, quando comparado ao
controle. Esses resultados sugerem uma tendéncia de SCAPs em assumir um perfil
odontoblastico, quando ativadas por AEA. Observou-se ainda um aumento na
expressdao de TGF-B1 nos grupos estimulados com AEA (com ou sem CPZ), no
periodo experimental de 1 dia, em relacdo ao controle. Este fator de crescimento é
importante durante o desenvolvimento dental e ja foi demonstrada sua capacidade
de induzir a diferenciagdo odontoblastica de SCAPs (Unterbrink et al., 2002).

BGLAP é considerado um marcador tardio e especifico para osteoblastos,
relacionado a mineralizagao 6ssea (Silva et al., 2017). Em nosso estudo nao houve
diferenga na expressdo deste marcador nos diferentes grupos experimentais e
periodos avaliados. Em relagdo a expressao génica de ALP, proteina essencial para
a mineralizagdo 6ssea que promove aumento na concentrag&o local de ions fosfato,
auxiliando na formacgao de cristais de hidroxiapatita na matriz mineralizada, também
nao se observou diferenga entre os grupos. Nao foi possivel estabelecer uma
correlagdo entre expressdo génica destes marcadores de mineralizagdo e os
resultados do ensaio de Alizarina. No entanto, a auséncia de correspondéncia entre
expressdo génica e niveis protéicos é um fato ja relatado na literatura, e pode
ocorrer em cerca de 60% dos casos, por diferentes razées, como regulagdo pos-
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transcricional e diferengas na estabilidade do RNA e da proteina analisada (Vogel et
al., 2012).

Ossola et al. (2019) demonstraram que a estimulagdo de TRPV-1 reduziu a
expressdo de alguns biomarcadores osteogénicos criticos, demonstrando que o
ECS emergiu como regulador essencial do metabolismo ésseo. Bari et al. (2011),
diferentemente, n&o observaram influéncia do ECS na expressdo de genes
relacionados a diferenciagéo.

Sabe-se que o ECS pode exercer influéncia na produgcdo de citocinas
inflamatoérias (Pacher; Kunos, 2013). Para quantificar esta produgéo, SCAPs foram
estimuladas com ECbs (10 uM) e/ou CPZ, na presenga ou auséncia de LPS. Para
estes experimentos utilizou-se meio de proliferacdo com quantidade reduzida de
SBF (1%) para que nao houvesse superposicao dos efeitos promovidos por este
componente com aqueles promovidos pelas substancias testadas (Widbiller et al.,
2018). Diferentemente dos resultados obtidos em outros trabalhos, os nossos
achados nao apresentaram diferenga estatistica em relacdo a producdo de TNF-a
quando os grupos foram comparados ao controle (Zheng et al., 1992; Berdyshev et
al., 1997; Gallily et al., 2000).

Quando avaliamos a producdo de OPG no presente estudo, observamos
um aumento na sua produgado nos grupos estimulados com AEA (com ou sem LPS),
quando comparados ao controle. Este mesmo efeito ndo foi observado quando a
CPZ foi adicionada ao grupo tratado com AEA+LPS, sugerindo que o receptor
TRPV-1 possa estar envolvido neste processo, e seu bloqueio impediu 0 aumento
na producao de OPG, apesar de nao haver diferenca em relacido ao controle. Ao
avaliar os resultados do grupo tratado apenas com LPS, observa-se que, ao
adicionar AEA, ocorre um aumento significativo na produgao de OPG, sugerindo um
efeito protetor de AEA em relacdo aos processos reabsortivos. Sooampon et al.
(2013b) também observaram, em estudo, que a ativacdo de TRPV-1 induziu a
expressdo de OPG em células de ligamento periodontal, de maneira dose-
dependente. Os autores constataram ainda que a utilizagdo de CPZ aboliu os efeitos
da ativacdo de TRPV-1 sobre a expressdo de OPG, comprovando que este
processo ocorreu via TRPV-1. Estudos prévios demonstraram o papel regulador de
TRPV-1 sobre a osteoclastogénese, observando-se uma reducéo na diferenciagéo
osteoclastica quando o receptor TRPV-1 era ativado (Idris et al., 2008; Kobayashi et
al., 2012). Quando a producao de RANKL foi analisada, ndo observou-se diferenga
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significativa entre os grupos. Conclui-se que AEA, ao aumentar a proporgao de OPG
sobre RANKL, possa contribuir para a reducdo na instalacdo de processos
reabsortivos. Ja no caso de 2-AG, observou-se aumento na producdo de OPG
apenas no grupo tratado com 2-AG+LPS +CPZ em relagdo ao controle, sugerindo
que o bloqueio de TRPV-1 pela CPZ tenha contribuido para o aumento na produgao
desta proteina, na presenca de 2-AG.

Em relagdo as citocinas IL-6 e CCL-2, observou-se um aumento na sua
producdo apenas em grupos tratados com 2-AG, e ndo com AEA, sugerindo que 2-
AG possa exercer um papel pro-inflamatoério, enquanto AEA atuaria como anti-
inflamatorio. Estes achados estdo em concordancia com os de Ozdemir et al. (2014)
que observaram um aumento na producéo destas citocinas em células de ligamento
periodontal quando 2-AG foi utilizado, na presenca de LPS, mas ndo observaram os
mesmos efeitos para AEA. Abidi et al. (2018) também relatam o papel anti-
inflamatorio de AEA em células de ligamento periodontal em relagéo a producéo de
citocinas inflamatdrias, na presenca de LPS.

Conclui-se que, diante das condi¢gdes reproduzidas neste estudo, ha
expressao de todos os componentes do Sistema Endocanabindide e de TRPV-1 em
SCAPs, com excecao dos receptores canabindides. O ECS é capaz de modular
fungdes celulares como proliferagao, diferenciagao, expressao génica e produgéo de
citocinas inflamatorias. AEA apresenta efeitos inibitorios na proliferagcao celular de
SCAPs, porém, apresenta efeito estimulatério na diferenciagao celular, que ocorre
independentemente de TRPV-1. A producéo de algumas citocinas por SCAPs apés
estimulacdo com AEA pode ter envolvimento de TRPV-1. 2-AG apresenta papel
inibitorio na proliferagao celular, porém, na diferenciagao celular esses efeitos estao
relacionados a sua concentragdo: altas concentragdes inibem a diferenciagcado e
baixas concentracbes nao interferem neste processo, que ocorre em via
independente de TRPV-1. Nao foi possivel especificar qual foi o receptor ativado
pelos ECbs durante os ensaios realizados neste estudo, sugerindo-se que
determinadas fung¢des celulares tenham ocorrido por via independente de TRPV-1.

Como proxima fase deste projeto, sugere-se a realizagdo de ensaios in vivo,
em modelo animal. Um estudo utilizando modelo de rizogénese incompleta poderia
ser empregado para avaliagado do papel do LPS e ECS no processo de interrupgéo
da rizogénese e modulagao de fungdes de SCAPSs, utilizando grupos de animais KO
para receptores canabinoides e TRPV-1, e silenciamento génico destes receptores.
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Com o estudo da capacidade de modulacdo de SCAPs pelo ECS in vivo, bem como
sua relagdo com o processo de interrupcdo da rizogénese e resposta aos
tratamentos endodénticos regenerativos, é possivel determinar se os componentes
deste sistema poderiam representar potenciais alvos durante a elaboracdo de

futuros protocolos para tratamentos regenerativos.
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7 CONCLUSOES

Ha expressao de componentes do ECS e TRPV-1 em SCAPs, porém, nao foi
observada expressao dos receptores canabindides nas condi¢cdes reproduzidas
neste estudo.

Os ECbs apresentam potencial para modular diferentes fungbes celulares de
SCAPs, dentre elas viabilidade, diferenciacédo, produgao de citocinas e expressao
génica de marcadores de mineralizacdo. O LPS nao alterou a viabilidade celular e,
dependendo da concentracdo, promoveu aumento no potencial de diferenciacdo de
SCAPs.
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e funcionais de células de papila apical in vitro.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Considerando a possibilidade de uso de células ja estabelecidas para o desenvolvimento deste
projeto de pesquisa, ndo ha riscos para pacientes indiretamente envolvidos.

Beneficios:Os beneficios a curto prazo ndo séo previstos; porém, o trabalho pode contribuir para a
compreens@o dos mecanismos envolvidos com a etiopatogenia da interrupcéo da formacgéao radicular em
pacientes jovens com dentes imaturos que sofreram necrose pulpar.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa bem estruturada e respeitando normas da CONEP.

Enderego: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br
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Continuagéo do Parecer: 2.201.755

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados Folha de rosto, autorizagéo do biobanco, projeto de pesquisa.

Recomendacodes:

Tendo em vista a legisla¢édo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opg¢ado "Enviar Notificagdo" (descrita
no Manual "Submeter Notificagédo", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteracdo no projeto original deve ser apresentada "emenda" a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciagéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

N&o h& pendéncias.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_946867.pdf 12:38:09
Folha de Rosto folharosto.pdf 06/07/2017 |CLAUDIA Aceito

12:35:43 [CAROLINE BOSIO

Declaragéo de autorizacaobiobanco.pdf 04/07/2017 |CLAUDIA Aceito

Manuseio Material 15:47:03 |CAROLINE BOSIO

Biologico / MENESES

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / | ProjetoCLAUDIA.pdf 20/06/2017 [CLAUDIA Aceito

Brochura 15:29:50 |[CAROLINE BOSIO
|LInvestigador MENESES

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Endereco: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE DOAGAO

A pesquisa de TRulo: *Papel de Endocanabinoides na modulagio de celulas-tronco de
papla apical in vitro” sera realzada por Claudia Caroline Boslo Meneses, sob
orlentagio da Prof De Carla Renata Sipert, CRO-SP 74.434, sera reallzada na
Facuidade de Odontoiogla da Universidade de S3o Paulo, sendo os procedimentos
clinicos realizados na Clinica Odontoiogica e os procedimentos laboratorials no
Laboratorio de Pesquisas Basicas do Departamento de Dentistica da FOUSP.

A referida pesquisa tem como odjetivo o estudo de substancias produzidas pelo
nosso proprio corpo, durante 3 Inflamacdo. A participacdo consiste na doacdo
voluntarna do dente com Indicagdo para extracdo. Sua participacdo € opclonal e dela
vocé pode desistir 3 qualguer momento, sem explicar 0s motivos € sem comprometer
0 seu tratamento na Faculdade de Odontologla da Universidade de S3o Paulo.

Deste dente sera removido 3 extremidade, que por SU3 VEZ & 3 porgao
responsavel pela formagdo da ralz. A partir deste fragmento, serdo fellas as anallses
necessarias para locallzar as referidas substancias, gue s30 0 objeto deste estudo.
ApoOs 3 pesquisa, tanto 0 seu dente como a extremidade que fol utllizada na pesquisa,
serdo descartados em lixo Infectocontagloso.

0Os riscos envolvidos serdo Inerentes a qualquer procadimento clrirgico, como
hemorragla, fratura de maxila ou mandula ou edema; porém, todas as medidas
necessarias para a realzagdo do procedimento serdo devidamente tomadas, 3assim
como uma avallagdo prévia do seu estado de sadde. Vocs ndo tera nenhum beneficio
direto, mas 3 doagdo do seu dente exiraldo podera resultar na aquisicdo de
conhecimento clentifico acerca de mecanismos envolvidos durante 3 formacgdo do
dgente. As Informagles fomecidas serdo confidencials, de conhecimento apenas dos
pesquisadores responsavels e apenas para este estudo. Voce ndo sera lgentificado
£m nenhum momento, Mesmo quando 0s resultados desta pesquisa forem divulgados.

Se houver dovidas sobre 3 etica da pesquisa entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Odontologla - Av. Prof.
Lineu Prestes 2227, 05508-000 - S3o Paulo, telefone (11) 30917350 ou pelo e-mall
cepfo@usp.br — Horarlo de Funcionamento: de segunda a sexta-felra das 8 as 17h
exceto em ferlados e recesso universitario. © Comité € um coleglado Interdisciplinar e
Independente, de relevancia pablica, de carater consultivo, dellberativo e educativo,
criado para defender os Interesses dos participanies da pesquisa em sua Integridade e
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gignidade para coniribulr no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
(Resolugdo CNS n® 456 de 2012)

ApoOs ter sido Informado e ter minhas ddvidas suficientemente esciarecidas pelo
pesquisador, concordo em participar de forma voluntaria desta pesquisa, por melo da
g0acdo do dente extraldo nesta ocasido.

Este documento sera Iaborado em duas vias.

Nome:
Engareco.
RG: Tek
SoPado__ ! !
Paciente Claudia C. B. Meneses
PesQUS30ra

Orlertacors: D Curte Renstn Sioert
Enderega Av. Professcr Lineu Prestes, 2227
Sho Puclo- 5P CEP. 05508000 Telefone: (11) 3091-T841
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ANEXO C - Parecer do Institutional Review Board

6 UT Health

San Antonio

December 14, 2017

To: Kenneth M. Hargreaves, D.D.S., Ph.D. (Hargreaves@uthscsa edu)
UTHSCSA
[~ Ern Locke, B.S.N., R.N. (locke@uthscsa.edu)

From: Institutional Review Board

Subject: Expedited Approval of a Request to Continue Ressarch (Reapproval)

Protocol Number: HSC20080148H
Titie: Role of Dentin Growth Factors In the Induction of an Odontoblastic Phenotype In Stem Cslis found In the
Apical Papllia
Formerly “Growth Factors that induce Odontoblastic Differentiation In Two Different Populations of Oral Stem
Celis”™

EXPIRED - Funding Type: Non-Proft; Sponcor: American Association of Endodontics

Dear Principal Investigator,

Your progress report, dated November 15, 2017, was reviewed and approved by the Institutional Review Board on
December 13, 2017. Your study has been approved to continue.

The new IRB expiration date: January 11, 2019. Your progress report must be submitted to the IRB Ofice 34 days before
the IRB meeting that will occur before the study's expiration date.

In addition to the progress report, the folowing documents were reviewed: Signature Assurance Sheet; Form D - HSC
Consent, Stamped.

Your progress report Included the following minor modifications that were aiso approved: None.
Affiliated Institutions which are engaged In this research: UTHSCSA University Heaith System
Sincerely,
o ge ! &m!;-;un__hm
é“ﬁ ©0.OCR 3nd B8, srnalchingoutacasdy, c.ll
’ Fecacrr | am e suthor of this docamsent
Diadec 200 712,14 3210850 Q000

Research Compilance Coordinator
Research Protection Programs

Picase retain this document In your IRS comrespondence fie

Institutional Review Board Office | Mall Code 7330 | 7703 Floyd Curi Drive | San Antonlo, Texas 75229-3900
210.567.8250 | ntp:liresearch.uthscsa.eduwird | FWADDDOS328 | IORGDO00312

CIRB-40
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-
v UT Health

San Anconlo

August 23, 2013
Toc Kenneth M. Hargreaves, D.D.S., Ph.D. (Hamgreaves@uthscsa. edu)
UT Heaith San Anfonio (UTHSA)

cc Ern Locke, B.5.N., RN. (locke@uthscsa edu)
Srom  insthtionsl Review Board

Subject: Expediied Approval of a Requect fo Confinue Recearch (Reapproval)

Protoocl Number- HEC200802456H
Title: Ticcue Bank and Data Bank for Genefio Polymorphicmne of Pain Genes

Funding Type: Irsttiton

Dear Principal investigator,

Your progress report, dated Juty 23, 2013, was reviewsd and approved by e Instutional Review Board on August 27,
2019 under category:

Colection of biocod specimens from heaithyy, non-pregnant adults (rfer to Form B-1, Category 2 for
detaiis) Colection of biood specimens from chiidren, pregnant adults, or other adults not considered
healthy (refer to Form B-1, Category 2 for detalis)

Collection of data by non-invasive means (refer o Form B-1, Category 4 for detalis).

Colection of existing research or cinical dats andior prospective ciinical data (refer 1o Form B-1,
Category S for detals).

Collection of data using surveys, Interviews, focus groups, etc. refer o Form B-1, Category 7 for detals).
Your study has been approved b continue.

The new IRE expiration date: September 16, 2020. Your progress report must be submitted 10 the IRE Ofice 34 days
before the IRB meeting that will occur before the study’s expiration dates.

In addition to the progress report, e folowing documents wers reviewsd: Signature Assurance Sheet Form E - Repostory
Consent, Stamped.

Your progress report Included the foliowing minor modifications that were also approved: None.
Affilated institutions which are engaped In this research: UTHEA  UniversRy Health System
Sincerely,

Juanita Ching ===

Py O 2 Gt o S ———
Ome XX"AMITAOLE X

Research Compliance Coordinator
Research Protecion Programs

Foase relen his docuroend in your (RS comespondence e

Inctttutional Review Board Offios | Mal Code 7830 | 7703 Floyd Curi Drive | San Antonio, Texas 78223-3300
210.567 3250 | htpiressarch uthacsa adwivd | FAWADDO0S32E | 10RGODD03 12
QORp-0
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gignidade para coniribulr no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
(Resolugdo CNS n® 456 de 2012)
Apos ter sido Informado e ter minhas advidas suficdentements esciarecidas pelo

pesquisador, concordo em participar de forma voluntaria desta pesquisa, por melo da
goacdo do dente extraldo nesta ocasido.

Este documento sera Iaborado em duas vias.

Nome:
Endareco.
RG: Tek
SSoPado__ ! !
Paciente Claudia C. B. Meneses
PesquUIs30ora

Ovlerteciors. D Curte Ronstn Sioert
Enderega Av. Professcr Lineu Prestes, 2227
Sho Puclo- SP CEP. 05508000 Telefone: (11) 3091-T841



