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RESUMO 
 

 

Pizzatto L.N. Angiotensina II na modulação de células de papila apical humana in 
vitro [dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 
Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 
 

 

A Angiotensina II (Ang II), principal peptídeo efetor do Sistema Renina Angiotensina 

(SRA), tem sido relatada como importante mediador de processos inflamatórios. 

Considera-se de extrema relevância detectar esse sistema e compreender a 

modulação da Ang II nas células da papila apical (CPA) considerando que esta 

população celular é a chave no sucesso na revascularização pulpar. Vale também 

considerar que a infecção do sistema de canais radiculares pode alterar as funções 

destas células. Sendo assim, o presente trabalho in vitro teve como objetivo elucidar 

o papel do lipopolissacarídeo (LPS) nas células da papila apical, detectar os 

componentes do Sistema Renina Angiotensina (SRA) e compreender a modulação 

da Ang II nas CPA. Para vencer o desafio científico, culturas de células da papila 

foram estabelecidas e caracterizadas fenotipicamente por citometria de fluxo e 

funcionalmente por Vermelho de Alizarina. Quando estimuladas por LPS, foi feita 

análise da citotoxicidade por MTT e produção de citocinas e Osteoprotegerina (OPG) 

por ELISA. Em seguida, a detecção da expressão gênica dos componentes do 

Sistema Renina Angiotensina foi realizada por Transcrição Reversa seguida de 

Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa (RT-qPCR) e do peptídeo Ang II por 

ELISA. As células foram estimuladas com LPS, a própria Ang II e um antagonista do 

receptor de Angiotensina II tipo 1 (AT1) e avaliadas quanto à citotoxicidade por 

ensaio de MTT, capacidade de formação de nódulos mineralizados por Vermelho de 

Alizarina e produção de citocinas inflamatórias e OPG por ELISA. Os resultados 

demonstraram que culturas de CPA expressaram níveis típicos de marcadores de 

células-tronco mesenquimais CD146, CD24 e STR0-1 e formaram nódulos 

mineralizados com o meio de diferenciação. O estímulo com LPS a 0,1; 1 e 10µg/mL 

no decorrer de 1, 3, 5, 7 e 14 dias não afetou a viabilidade das CPA. As células 

estimuladas com LPS apresentaram níveis maiores da quimiocina MCP-1/ CCL-2 a 

1µg/mL em uma e 24 horas e a expressão de OPG diminui na presença de LPS a 

0,1 e 10µg/mL. Na concentração de 1µg/mL, foi detectada a expressão gênica de 



Angiotensinogênio, Renina, Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e AT1. 

Houve maior expressão de ECA no período experimental de 1 hora com LPS e em 

24 horas, apenas AT1 e ECA continuaram presentes. Sendo a produção da proteína 

soberana, Ang II foi encontrada nas células pelo ELISA. Os ensaios funcionais 

demonstraram que a Ang II aumentou a proliferação celular em 24, 48 e 72 horas. 

Em 24 horas, a presença do peptídeo efetor do SRA aumentou a produção da 

quimiociona MCP-1/ CCL-2 e do ligante do ativador do receptor do fator nuclear- κB 

(RANKL). Concluímos que o LPS foi capaz de alterar funcionalmente as CPA, que o 

Sistema Renina Angiotensina está presente e a Ang II tem capacidade de 

modulação pró-inflamatória, proliferativa e de reabsorção óssea nesta população 

celular. 

 

Palavras-chave: Papila Dental, Células-Tronco, Sistema Renina Angiontensina, 

Angiotensina II 

 



ABSTRACT 
 

 

Pizzatto L.N. Angiotensin II in the modulation of apical human papilla cells in vitro 
[dissertation]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2018. Versão Corrigida. 
 
 

Angiotensin II (Ang II), the main effector peptide of the Renin Angiotensin System 

(SRA), has been reported as an important mediator of inflammatory processes. It is 

considered of extreme relevance to detect this system and understand the 

modulation of Ang II in the apical papilla cells (CPA) considering that this cellular 

population is the key in the success in pulpar revascularization. It is also worth noting 

that infection of the root canal system can alter the function of these cells. The aim of 

the present work was to elucidate the role of lipopolysaccharide (LPS) in the apical 

papilla cells, to detect the components of the Renin Angiotensin System (SRA) and to 

understand the modulation of Ang II in the CPA. To overcome the scientific 

challenge, cultures of papilla cells were established and characterized phenotypically 

by flow cytometry and functionally by Alizarin Red. When stimulated by LPS, 

cytotoxicity by MTT and cytokine and Osteoprotegerin (OPG) were analyzed by 

ELISA. Next, the detection of the gene expression of the components of the Renin 

Angiotensin System was performed by Reverse Transcription followed by quantitative 

Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)  and the Ang II peptide by ELISA. The cells 

were stimulated with LPS, Ang II itself and an Angiotensin II receptor antagonist type 

1 (AT1) and evaluated for cytotoxicity by MTT assay, alizarin red mineralized nodule 

formation capacity, and production of inflammatory cytokines and OPG by ELISA. 

The results demonstrated that CPA cultures expressed typical levels of CD146, 

CD24 and STR0-1 mesenchymal stem cell markers and formed mineralized nodules 

with the differentiation medium. The stimulus with LPS at 0.1; 1 and 10μg/mL in the 

period of 1, 3, 5, 7 and 14 days did not affect the viability of CPA. LPS-stimulated 

cells had higher levels of 1μg/mL chemokine MCP-1/CCL-2 at one and 24 hours and 

OPG expression decreased in the LPS presence at 0.1 and 10μg/mL. At the 

concentration of 1 μg/mL, the gene expression of Angiotensinogen, Renin, 

Angiotensin Converting Enzyme (ECA) and AT1 was detected. There was greater 

expression of ACE in the experimental period of 1 hour with LPS and in 24 hours, 

only AT1 and ACE remained present. Being the protein production sovereign, Ang II 



was found in the cells by the ELISA. Functional assays demonstrated that Ang II 

increased cell proliferation at 24, 48 and 72 hours. In 24 hours, the presence of the 

effector peptide of SRA increased the production of the chemokine MCP-1/CCL-2 

and the activator of the nuclear factor receptor-KB (RANKL). We conclude that LPS 

was able to functionally alter CPA, that the Renin Angiotensin System is present and 

Ang II has the capacity for pro-inflammatory, proliferative and bone resorption 

modulation in this cell population. 

 

 

Key words: Dental Papilla, Stem Cells, Renin Angiontensin System, Angiotensin II 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O processo de evolução da cárie dentária ou as injúrias traumáticas nos 

dentes permanentes jovens levam à inflamação pulpar e/ou necrose associada à 

lesão periapical, com a consequente interrupção da formação radicular. A presença 

de um ápice aberto, raízes curtas e paredes dentinárias delgadas é um problema 

para a longevidade do elemento dental. 

De fato, o tratamento endodôntico em dentes com necrose pulpar e 

rizogênese incompleta é um grande desafio e a busca por tratamentos que 

melhorem o prognóstico e manutenção destes dentes é um dos temas mais 

estudados da Endodontia atual. Novos protocolos terapêuticos regenerativos 

surgiram e com o novo método de revascularização pulpar, há possibilidade de 

aumento do comprimento radicular, espessamento das paredes dentinárias e 

fechamento apical.  

Apesar dos recentes avanços no tratamento dos dentes com rizogênese 

incompleta, os mecanismos envolvidos com a interrupção da rizogênese e a 

revascularização ainda não são totalmente conhecidos. Acredita-se que as células-

tronco da papila apical sejam a origem de células envolvidas na revascularização 

pois estas são conhecidas como a fonte dos odontoblastos da polpa radicular 

responsáveis pela rizogênese. No entanto, como consequência do comprometimento 

da vitalidade pulpar, há a invasão de microrganismos resultando em processos 

inflamatórios na região periapical; portanto, a influência da presença microbiana nas 

células da papila apical precisa ser esclarecida.  

As pesquisas sobre as ações do Sistema Renina Angiotensina (SRA) nos 

tecidos bucais trazem sólidas informações sobre como a Angiotensina II (Ang II), o 

principal peptídeo efetor do sistema, é capaz de contribuir com a exacerbação do 

processo inflamatório, a modulação do crescimento e da proliferação celular e da 

sua ação na remodelação do tecido ósseo. Além disso, a Angiotensina II apresenta 

papel bem conhecido e fundamental na homeostase hidroeletrolítica e no controle da 

pressão arterial do organismo.  

Apesar do SRA já ter sido encontrado no ligamento periodontal, gengiva e 

polpa dental, ainda não existem estudos que detectaram a presença desse sistema 

nas células da papila apical. Sugere-se que a Ang II esteja presente e envolvida no 
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processo de progressão das periacopatias e tenha capacidade de modulação desta 

população celular. Esse conhecimento é essencial para o progresso dos 

procedimentos clínicos regenerativos empregados pela Endodontia, visto que as 

células-tronco da papila apical são conhecidas pelo seu papel na formação radicular, 

e a compreensão destas alterações poderá resultar futuramente em abordagens 

clínicas com enfoque específico e direcionado à reversão das alterações 

apresentadas por esse peptídeo. 

Portanto, o objetivo do presente estudo in vitro é elucidar o papel do 

lipopolissacarídeo (LPS) sobre as células da papila apical, verificar a presença dos 

componentes do Sistema Renina Angiotensina (SRA) nessas células, além de 

avaliar o papel do peptídeo Angiotensina II na modulação das células da papila 

apical ativadas por LPS.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1  NECROSE PULPAR E A INTERRUPÇÃO DA RIZOGÊNESE  

 

 

Durante o desenvolvimento dentário, a integridade dos tecidos responsáveis 

pela formação de dentina e cemento é essencial para a estruturação completa da 

raiz. O comprometimento da polpa dental em consequência às lesões oriundas de 

cárie ou trauma em uma fase anterior à completude da formação radicular resulta na 

sua interrupção. Como consequência, o dente afetado terá raízes curtas e paredes 

dentinárias delgadas (1). 

O tratamento tradicionalmente indicado para dentes necróticos com 

rizogênese incompleta é a apicificação. Tal tratamento consiste em trocas 

sucessivas de hidróxido de cálcio para possibilitar que uma barreira mineralizada 

seja formada viabilizando a obturação do canal radicular. As desvantagens deste 

recurso terapêutico é a necessidade de várias sessões, o que torna o tratamento 

longo além de que a permanência em longo prazo desta medicação pode fragilizar a 

raiz devido às propriedades higroscópicas e proteolíticas do hidróxido de cálcio (2). 

Outra alternativa seria a utilização do MTA para a confecção de um tampão apical, 

devido a capacidade de selamanto e boa resposta biológica do material (3). 

Entretanto, tanto a confecção do tampão quanto a apicificação não permitem a 

continuidade do desenvolvimento radicular, o que poderia manter a fragilidade da 

raiz e elevar a possibilidade de fratura do elemento dental (3). 

A busca por opções de tratamento que melhorem o prognóstico de 

manutenção de dentes necrosados com rizogênese incompleta é um dos temas 

mais amplamente investigados pela Endodontia atual, especialmente após a 

introdução de procedimentos denominados regenerativos. Os novos protocolos 

terapêuticos regenerativos que visam a continuação do desenvolvimento radicular 

através da revascularização pulpar têm sido considerados uma promissora técnica 

para o tratamento endodôntico de dentes necróticos imaturos. A vantagem estaria 

na formação de um novo tecido no interior do conduto radicular, que permitiria o 

desenvolvimento contínuo em termos de espessura e comprimento das paredes 

dentinárias (1). 
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Os  primeiros estudos que avaliaram o papel do coágulo sanguíneo na terapia 

endodôntica remetem a 1961, quando o trabalho precursor de Ostby (4) demonstrou 

em estudo histológico de cães que após desinfecção do canal radicular, a presença 

de sangramento ou coágulo sanguíneo no canal radicular pareceu ser essencial na 

formação de um arcabouço de suporte para a estruturação de tecido conjuntivo 

fibroso em um canal vazio. 

Banchs e Trope (2004) foram um dos pioneiros que propuseram uma técnica 

para revascularização de dentes permanentes jovens com ápices abertos e 

periodontite apical (5). De acordo com o caso relatado, a descontaminação do canal 

foi realizada com profusa irrigação com hipoclorito de sódio 5,25% seguida pela 

aplicação de uma pasta tripla antibiótica a base de Ciprofloxacino, Metronidazol e 

Minociclina como medicação intracanal por 28 dias. Após este período procedeu-se 

o debridamento apical com o objetivo de produzir sangramento para a formação de 

um coágulo no interior do canal e realizado o selamento coronário. 

Acompanhamentos clínico e radiográficos encontraram o paciente assintomático e 

mostraram desaparecimento da radioluscência apical, com fechamento do ápice e 

espessamento das paredes radiculares. Os autores concluíram que esta técnica, ao 

combinar a desinfecção do canal radicular, a formação de uma matriz de coágulo 

para o crescimento do novo tecido e um efetivo selamento coronário, criaria um 

ambiente adequado para o sucesso da revascularização, sugerindo-a como uma 

alternativa ao tratamento de apicificação tradicional. 

 Muitos relatos de caso semelhantes ao anterior surgiram na literatura com o 

passar do tempo. Foram observados casos de necrose pulpar e rizogênese 

incompleta que com o tratamento de revascularização obtiveram sucesso clínico e 

radiográfico através de regressão da sintomatologia e lesão periapical, aumento do 

comprimento radicular, espessamento das paredes e fechamento apical (6-8). 

 A publicação de casos de sucesso levou ao crescente reconhecimento do 

potencial de procedimentos regenerativos no tratamento do dente permanente 

imaturo necrótico. Porém, apesar do interesse atual pelo tema, os mecanismos 

moleculares envolvidos com a interrupção da rizogênese e a revascularização ainda 

não são totalmente conhecidos, bem como a diferenciação celular que ocorre após o 

preenchimento com coágulo. 

 Um achado científico recente, que pode explicar em parte porque ocorre 

deposição de tecido mineralizado nesses dentes permanentes imaturos infectados, é 
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a descoberta e isolamento de uma nova população de células mesenquimais na 

papila apical (9). 

 

 

2.2  CÉLULAS DA PAPILA APICAL (CPA) 

 

 

No ano de 2000 a equipe de Shi foram os precursores nas pesquisas de 

células-tronco na área de Odontologia. Eles encontraram uma população de células 

indiferenciadas na polpa dental humana – DPSCs (do inglês, dental pulp stem cells) 

e observaram que essas células tinham capacidade de regenerar o complexo 

dentino pulpar injuriado in vivo dando origem a um tipo de matriz mineralizada com 

túbulos, odontoblastos e o tecido conjuntivo contendo vasos sanguíneos similar ao 

encontrado no dente humano (10). 

Atualmente, a literatura relata que não só as células da polpa dentária de 

dentes permanentes possuem capacidade de auto-renovação e de diferenciação em 

linhagens variadas; mas também células derivadas da polpa de dentes decíduos 

(11), papila apical (9), ligamento periodontal (12) e folículo dentário (13) apresentam 

as mesmas propriedades.  

 A papila apical tem sido descrita, desde 2006, como uma fonte de células-

tronco mesenquimais (SCAPs; do inglês,Stem Cells from Apical Papilla) tendo sido 

isoladas pela primeira vez por Sonoyama et al. (2006) (9). O grupo isolou células da 

papila apical e verificou por citometria de fluxo que o tecido foi positivo para 

marcadores de células-tronco mesenquimais: STRO-1, CD24, CD29, CD73, CD90, 

CD105, CD106, CD146 e CD166 mas foram negativas para CD34 (marcador de 

célula endotelial), CD45 (marcador de linfócitos). Gronthos et al., 2000 (10) e Shi et 

al., 2003 (14) já haviam identificado o STRO-1 e o CD146 como marcadores 

precoces de células-tronco mesenquimais presentes tanto em BMMSCs (do inglês, 

bone marrow-derived mesenchymal stem cells) como em DPSCs. Bakopoulou et al., 

2013 (15) verificaram também estes marcadores em células-tronco da papila. 

 Sonoyama et al., 2006 (9) observaram a capacidade das células da papila de 

formar colônias e de diferenciação osteo/ odontogênica. SCAPs também 

expressaram altos níveis de survinina (proteína com função de inibir apoptose) e 

telomerase (enzima com função de adicionar sequências específicas e repetitivas de 
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DNA à extremidade 3´dos cromossomos), ou seja, tanto a survinina quanto a 

telomerase desenvolvem um papel crítico na proliferação e sobrevivência celular. 

Para elucidar qual a função da CPA, os autores removeram a papila apical de 

molares de mini-porcos no estágio inicial de desenvolvimento. Esse procedimento 

interrompeu o desenvolvimento de tal raiz, apesar de o tecido pulpar permanecer 

intacto. Segundo os autores, a partir desse estudo, é possível especular que as 

SCAPs, e não as DPSCs, são a fonte celular dos odontoblastos primários.  

 Nesse mesmo estudo de Sonoyama et al., 2006 (9), células-tronco da papila 

foram transplantadas em camundongos imunocomprometidos, utilizando-se 

partículas de hidroxiapatita e fosfato tricálcico como carreadores. Uma típica 

estrutura dentinária foi regenerada, sendo que uma camada de dentina foi formada 

na superfície de hidroxiapatita/fosfato tricálcico com tecido conjuntivo. 

Dois anos após, Sonoyama et al., 2008 (16) caracterizaram a papila apical e as 

propriedades das SCAPs utilizando análises histológicas, imunohistoquímicas e de 

imunofluorescência e as compararam com DPSCs (células tronco da polpa dentária). 

As células da papila apical proliferaram de 2 a 3 vezes mais que as da polpa em 

cultura. Ambas SCAPs e DPSCs foram tão potentes na diferenciação osteo/ 

dentinogênica quanto células tronco da medula óssea. O imunofenótipo de SCAP é 

semelhante ao das DPSCs nos perfis genéticos osteo/ dentinogênico e de fatores de 

crescimento. Experimentos mostraram que STRO-1 co-expressa marcadores 

dentinogênicos como sialofosfoproteína óssea, osteocalcina e receptores de fatores 

de crescimento como FGFR1 (do inglês, Fibroblast Growth Factor Receptor) e 

TGFBRI (do inglês, Transforming Growth Factor-B Receptor Type 1). Além disso, as 

SCAPs expressaram uma grande variedade de marcadores neurogênicos, como 

nestina e neurofilamento M após estimulação neurogênica. Os autores concluíram 

que as SCAPs são similares às DPSCs, mas uma fonte distinta e potente de células-

tronco. 

Bakopoulou et al., 2011 (17) também compararam in vitro o potencial 

osteo/odontogênico de diferenciação de MSCs (do inglês, Mesenchymal Stem Cells) 

derivadas da polpa ou da papila apical de dentes permanentes em desenvolvimento 

e verificaram que as SCAPs mostraram um potencial significativamente maior de 

proliferação e mineralização quando comparado às DPSCs. 

De fato, as células tronco da papila apical representam uma população de 

células-tronco multipotentes que são altamente proliferativas e capazes de se 
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diferenciarem em diferentes tecidos Estudos já relacionaram alguns fatores de 

crescimento com a diferenciação odontogênica (18),  osteogênica (19) e condrogênica (20) 

de CPAs: demonstrando o potencial vasto destas células. As SCAPs apresentam 

características semelhantes às DPSCs, mas parecem ser uma fonte primária de 

odontoblastos (dentina primária), enquanto as DPSCs são fontes de substituição de 

odontoblastos para produzir dentina reparativa (9, 16). 

Devido à sua localização apicalmente à polpa dental, a papila dentária pode 

sobreviver apesar da ocorrência de necrose pulpar graças à proximidade com o osso 

alveolar (21). Por outro lado, Huang et al., 2008 (22) também verificaram que a 

remoção cirúrgica deste tecido em estágios precoces de formação radicular leva à 

interrupção da rizogênese ainda que na presença de polpa dental vital. 

Huang e colaboradores em 2010 (23) demonstraram que as SCAPs têm a 

habilidade de se diferenciar em odontoblastos e serem as responsáveis pela 

revascularização in vivo. Porém, mesmo com o potencial de diferenciação 

odontogênica das SCAPs, procedimentos endodônticos regenerativos não resultam 

na formação de dentina e tecido pulpar. A revascularização em dentes necróticos 

está associada com deposição de tecido ósseo e de cemento no espaço antes 

ocupado pela polpa, enquanto dentina foi somente observada em dentes com pulpite 

irreversível.  

Estudos in vivo empregando o modelo experimental de indução de necrose 

pulpar e lesão periapical em ratos com molares ainda em formação foram 

conduzidos por Böttcher et al., 2013 (24) e Tobias Duarte et al., 2014. (21). Em 

ambos estudos, a exposição pulpar levou à interrupção da rizogênese. Ao contrário 

dos espécimes dos grupos com polpa intacta, a imunomarcação para estromatina 

STRO-1 (marcador de células-tronco de tecidos dentários) e BMP-4 (do inglês, Bone 

Morphogenetic Protein 4) deixa de ser observada na papila dentária dos grupos com 

exposição pulpar (24). Tobias Duarte et al., 2014 (21) observaram, 60 dias após 

exposição pulpar, a presença de tecido pulpar vital e de reabsorção óssea 

periapical. Após 90 dias de infecção, os autores relatam a presença de tecido vital 

na região correspondente à papila dentária, mas não mais na cavidade pulpar. Estes 

dados demonstram alterações teciduais importantes na região da papila apical 

destes dentes, porém sem elucidar o que ocorre com as células indiferenciadas ao 

longo do processo. Adicionalmente, observa-se a presença marcante de fibrose -
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matriz extracelular ao redor da papila dentária dos dentes com comprometimento 

pulpar (21, 24).  

Esses estudos permitem especular que a instalação de um processo 

inflamatório no tecido pulpar de dentes em formação resultaria em alterações 

fenotípicas e funcionais nas células da papila dentária que possivelmente 

comprometeriam a formação radicular destes dentes.  

Os achados abrem uma série de questionamentos a respeito dos fenômenos 

celulares e moleculares responsáveis pela interrupção da rizogênese em dentes com 

comprometimento pulpar precoce, o que sugere a importância de se investigar o 

conjunto de células que compõem a papila apical para a compreensão dos 

fenômenos envolvidos com sobrevivência e função celulares. 

 

 

2.3  CPA E A ATIVAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE INATA  

 

 

2.3.1 Viabilidade e diferenciação celular 

 

 

A interrupção da rizogênese ocorre clinicamente mediante comprometimento 

da vitalidade pulpar com consequente colonização microbiana da cavidade pulpar 

(25). A invasão de microrganismos para a região periapical resulta na instalação de 

processos inflamatórios na papila apical e periápice. 

Bactérias gram-negativas são os microrganismos mais comuns na polpa 

necrótica. O lipopolissacarídeo (LPS) é uma combinação de lipídeo polissacarídeo, 

sendo um componente exclusivo da membrana externa de bactérias gram-negativas 

(26). Esta endotoxina é um antígeno não específico liberado na morte celular.  

Herrera et al., 2015 (27) confirmaram a presença bacteriana e de seus 

subprodutos, como o LPS, em todas as amostras de dentes com infecção 

endodôntica primária, indicando uma forte correlação entre bactérias e LPS com a 

indução de periodontite apical. A concentração de LPS em canais radiculares 

avaliados por LAL (do inglês, Limulus Amebocyte Lysate) é entre 0,001 e 0,1 µg/mL 

(28, 29). Porém, a técnica consegue coletar apenas algumas moléculas do LPS, 
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sendo que a concentração exata presente nos canais radiculares possivelmente 

seria maior que a reportada devido à limitação do método. 

Estudos têm mostrado que a exposição de células indiferenciadas ao LPS 

bacteriano não interfere na proliferação e viabilidade das células pré-osteobláticas 

(30, 31), células mesenquimais de medula-óssea (32), células mesenquimais de 

tecido adiposo e células do ligamento periodontal (33, 34).  

Estudo realizado por Lertchirakarn e Aguilar em 2017 (35) que avaliou os 

efeitos do LPS de P. gingivalis na proliferação das células-tronco da papila apical 

verificaram que todas as concentrações de LPS estudadas (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 5 

µg/mL) não alteraram a viabilidade e proliferação celular. O estudo de Albiero e 

colaboradores de 2015 (36) demostrou que a exposição ao LPS de Escherichia coli 

diminuiu a proliferação de células do ligamento periodontal.  

As concentrações do lipopolisssacarídeo também possuem diferentes efeitos. 

LPS de E. coli a 0,1 µg/mL aumentou a proliferação de células tronco da polpa, 

enquanto a 10 µg/mL diminuiu a proliferação celular(37). 

Em estudo recente de 2017, Vishwanat e colaboradores (38) mostraram que 

as células-tronco da papila na presença de biofilme de Enterococcus faecalis 

reduziram o potencial de diferenciação osteo/ odontogênica quando avaliados por 14 

dias. Os genes dentinogênicos DSPP (do inglês, Dentin Sialophosphoprotein) e ALP 

(do inglês, alcaline phosphatase) diminuíram e os osteoblásticos – BSP (do inglês, 

bone sialoprotein), RUNX-2 (do inglês, runt- related transcription factor 2), DLX-5 (do 

inglês, distal-less homeobox 5) e Osteocalcina aumentaram. De fato, o trabalho 

demonstrou que a diferenciação das SCAPs tem um fenótipo osteoblástico na 

presença de bactérias.  

Lertchirakarn e Aguilar em 2017 (35) observaram a diferenciação osteogênica 

das células da papila na presença do lipopolissacarídeo a 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 5 

µg/mL e em ensaio de vermelho de Alizarina não houve diferença na mineralização 

em 14 dias. A presença da toxina também não acarretou diferença na expressão dos 

genes DSPP – uma proteína não colagenosa da dentina, presente no processo de 

diferenciação e OPN (osteopontina) - relacionado com a mineralização da matriz 

extracelular.  

Nomiyama et al., 2007 (39) estudaram células da papila apical de ratos e 

verificaram que estas apresentaram altos níveis de fosfatase alcalina (ALP), RUNX-

2,  DSPP e nódulos mineralizados. As células foram estimuladas com LPS e 
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verificou-se que a atividade de ALP, DSPP e RUNX-2 foram suprimidas de modo 

concentração-dependente do LPS. Os resultados demonstraram que a presença 

bacteriana pode diminuir a função dos odontoblastos. 

No trabalho realizado por Abe et al., 2010 (40), em células da polpa humana, 

baixas concentrações de extratos de P. gingivalis aumentaram a deposição de 

matriz mineralizada de fosfatase alcalina e BSP enquanto que altas concentrações 

inibiram este processo. Outros trabalhos mostraram que o LPS inibiu a diferenciação 

de células-tronco da polpa (34, 41, 42, 43). 

He et al., 2015 (37) verificaram que nas células da polpa, LPS de E. coli a 0,1; 

1 e 10 µg/mL aumentaram a deposição mineralizada em relação ao controle. Em 

células do ligamento periodontal, o LPS não teve alteração na mineralização (Albiero 

et al., 2015). Já em células do folículo dental, o processo de maturação em fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico foi comprometido pela exposição ao LPS de P. 

gingivalis, tendo como consequência menor formação de matriz mineralizada (44). 

Por sua vez, Mo et al., 2008 (32) observaram que as células mesenquimais 

da medula óssea podem adaptar-se ao estímulo com LPS contínuo, assim estas 

células seriam poupadas do efeito tóxico do LPS, conduzindo-as a um paradoxal 

aumento nas atividades osteogênicas 

Esses resultados sugerem que as toxinas bacterianas podem influenciar o 

processo de proliferação e diferenciação celular em ambas as direções e que, os 

resultados observados estão diretamente relacionados à origem das células 

mesenquimais, a concentração e o tipo de LPS utilizado. Fica também claro que a 

compreensão da interação entre as células que residem na papila apical e as toxinas 

bacterianas torna-se fundamental uma vez que estas células são a principal fonte 

dos processos regenerativos. 

 

 
2.3.2 Expressão de citocinas inflamatórias 

 

 

A exposição a um ambiente enriquecido de toxinas pode afetar muitos 

aspectos das propriedades de células como também a expressão de citocinas pró-

inflamatórias.  
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Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs), como ácidos 

nucléicos microbianos e componentes de parede celular como Ácido Lipoteicóico 

(LTA) e Lipopolissacarídeo (LPS) estão presentes em diversos organismos, mas não 

no hospedeiro. A presença destas moléculas em um tecido dispara um alerta para o 

sistema imunológico sugerindo a presença de patógenos (45).  

Citocinas liberadas a partir da instalação de processos inflamatórios têm sido 

sugeridas como potenciais moduladores da biologia de SCAP. O fator de 

crescimento transformador beta 1 (TGF-β1) se mostrou quimiotático para células de 

papila apical murina (MDPC-23) (46). Em células humanas, TGF-β1 induziu a 

atividade de fosfatase alcalina em concentrações baixas, porém a inibiu em 

concentrações superiores a 5 ng/mL (47). Esta citocina é capaz de aumentar a 

formação óssea (48). 

Entretanto, durante processos de dano tecidual, a diferenciação de células-

tronco em miofibroblastos pode ocorrer levando a quadros de fibrose, o que 

compromete a qualidade do tecido cicatricial (49). Um estudo relatou que as 

citocinas pró-inflamatórias TNF- α (do inglês, Tumor necrosis factor alpha) e IL-1β 

(do inglês, interleukin 1 beta) aumentaram a proliferação celular de células-tronco 

derivadas da polpa dental após 3 dias de estimulação, mas diminuíram a 

proliferação celular após 12 dias (50). Estudo de Liu et al., 2016 (51) demonstrou 

que as citocinas TNF-α e IL-1β são capazes de inibir a diferenciação in vitro de 

SCAP em odontoblastos em períodos de exposição prolongada (7-14 dias). Estas 

descobertas fornecem evidências para explicar o impacto da inflamação no 

desenvolvimento dentário. 

O LPS que alcança os tecidos perirradiculares via forame apical pode 

estimular a expressão e a síntese de quimiocinas que irão atrair células inflamatórias 

para a região. Por meio de imuno-histoquímica, Marton et al., 2000 (52) detectaram 

três importantes quimiocinas em lesões perirradiculares crônicas: IL-8 (quimiotática 

para neutrófilos), MCP-1 (do inglês, monocyte chemoattractante protein - 1)/ CCL-2 

(quimiotática para monócitos/macrófagos) e CCL5 (quimiotática para linfócitos T e 

outros leucócitos). A distribuição diferenciada de MCP-1/ CCL-2, a única quimiocina 

presente no endotélio, sugere que esteja envolvida no contínuo recrutamento de 

células de defesa para a região.  

 MCP-1/CCL2 é um membro da família de citocinas que possui uma potente 

capacidade quimiotática para monócitos. Tal quimiocina é produzida por vários tipos 
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de células constitutivamente ou após indução por estresse oxidativo, citocinas ou 

fatores de crescimento (53). CCL2 regula a migração e a infiltração de monócitos, 

linfócitos T de memória e células natural killer(NK). 

            A expressão de MCP-1/ CCL-2 tem sido encontrada em infecções 

bacterianas, especificamente na inflamação gengival (54, 55) e na inflamação óssea 

associada a lesões de origem endodôntica (56). Nesse sentido, a expressão 

aumentada de CCL2 / MCP-1 foi demonstrada nas lesões periapicais crônicas 

quando comparadas com dentes saudáveis (57) e em casos de periodontopatias 

refratárias (58). Estudos também já verificaram que a expressão de RNAm de CCL2 

diminuiu após procedimentos de limpeza e modelagem de canais radiculares em 

dentes necróticos que tem por finalidade a redução da carga microbiana (59, 60). 

 Jiang et al., 1998 (61) estimularam células sanguíneas mononucleares com 

0,01; 0,1; 1 e 10µg/mL de LPS de Streptococcus mutans, Porphyromonas 

endodontalis e Peptostreptococcus anaerobius, que estão associados a lesões de 

origem endodôntica. Cada uma destas bactérias induziu um aumento dose-

dependente de IL-8 e CCL-2, determinado por ELISA. No entanto, doses baixas de 

P. endodontalis foram menos efetivas na indução da expressão de IL-8 ou MCP-1, 

em comparação com S. mutans ou P. anaerobius. Assim, essas bactérias podem 

induzir níveis significativos das quimiocinas IL-8 e CCL-2, o que poderia contribuir 

para o recrutamento de células inflamatórias.  

A agressão proveniente do canal radicular pode levar a reabsorção óssea 

com a formação de uma lesão periapical. Os mediadores químicos envolvidos 

principalmente na regulação da osteoclastogênese, incluem o ligante do ativador do 

receptor do fator nuclear kappa B (RANKL), o fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF) e a Osteoprotegerina (OPG) (62). A Iigação do RANKL ao 

RANK (receptor para a ativação do fator de transcrição NF-kB) ativa uma cascata de 

expressão de sinais que conduz à osteoclastogênese. A OPG, proteína também 

produzida por osteoblastos representa um outro receptor para RANKL, e dessa 

maneira pode inibir a ligação de RANKL com RANK, impedindo assim a maturação 

do osteoclasto e, consequentemente, a perda de massa óssea (63). Sob condições 

fisiológicas existe equilíbrio entre formação e reabsorção óssea. Em determinadas 

condições inflamatórias, no entanto, o equilíbrio entre a expressão de RANKL 

(estimulador da osteoclastogênese) e OPG (inbidor) é alterada de modo que a 

formação do osso ou reabsorção excessiva possam ocorrer. 
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 Kikuchi et al., 2001 (64) investigaram os efeitos do LPS na expressão 

gênica do Fator Diferenciador de Osteoclastos (ODF), uma citocina da família TNF, 

em osteoblastos de camundongo e descobriram que o LPS aumentou o nível de 

RNAm para ODF. Os resultados  indicaram que a expressão do gene ODF está 

diretamente aumentada nos osteoblastos pelo tratamento com LPS, o que pode 

desempenhar um papel importante na patogênese das desordens ósseas mediadas 

por LPS. 

Um estudo utilizou transcrição reversa seguida de reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR) para avaliar a expressão do mRNA para RANKL, RANK e 

OPG e citocinas em lesões perirradiculares experimentais em ratos e demonstrou 

que a expressão do RANKL aumentou, sobretudo em comparação com o seu 

competidor OPG, durante o período de expansão da lesão (65). A expressão de 

citocinas inflamatórias como IL-1β e TNF-α também aumentaram nesse estágio, 

indicando sinergismo entre RANKL e citocinas na expansão da lesão.  

Chuang et al., 2012 (66) também realizaram um estudo para analisar a 

expressão de RANKL e OPG em lesões periapicais de ratos induzidas 

experimentalmente.  LPS de Escherichia coli (embebido em ponta de papel) foi 

depositado no canal distal exposto do primeiro molar inferior, até o ápice. 

Reabsorção óssea periapical, expressão/ localização de RANKL e OPG e formação 

de osteoclastos foram seguidos durante um período de 8 semanas. Um aumento na 

expressão do RANKL foi observado após 3 semanas de exposição culminando em 

208% em comparação ao controle pulpar não exposto depois de 8 semanas. Já a 

expressão OPG oscilou entre as semanas 1 e 8, mas foi detectado em menores 

níveis do que o grupo de controle. 

Foi constatado que o tipo de infiltrado inflamatório presente nos cistos 

perirradiculares parece influenciar a expressão de RANK/RANKL/OPG. Na presença 

de infiltrado crônico, há uma grande probabilidade de aumento da atividade 

osteolítica como efeito de uma razão superior de RANKL / OPG (67). 

Um estudo realizado por Wada et al., 2004 (41), demonstrou que em 

fibroblastos de ligamento periodontal, o LPS é capaz de induzir o aumento de RNAm 

de OPG e RANKL devido aos estímulos de IL-1β ou TNF-α, porém, estas células 

não são capazes de induzir osteoclastogênese. Resultados similares de aumento de 

RNAm de OPG e decréscimo de RNAm de RANKL foram observados em 

cementoblastos estimulados com LPS de P. gingivalis (68). 
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Maltos et al., 2004 (69) e Watanabe & Inoue, 2013 (70) verificaram que LPS 

acumula-se nas lesões periapicais, aumenta a permeabilidade vascular, reúne 

leucócitos e estimula a liberação de citocinas pró-inflamatórias. Já foi demonstrado 

também a indução de osteoclastos e a reabsorção óssea (71). Outros autores 

sugerem que o LPS é capaz de estimular os odontoblastos, aprimorando a resposta 

imune inata (72).  

Estes achados, sobre a expressão de citocinas na presença de bactérias 

nas células-tronco, sustentam a hipótese deste estudo em relação à participação de 

mediadores inflamatórios na modulação de células indiferenciadas. A compreensão 

do papel de PAMPs na modulação de células de papila apical é de fundamental 

importância uma vez que o envolvimento destas moléculas se faz presente tanto na 

fase de interrupção da rizogênese como também nas paredes dentinárias após 

desinfecção da cavidade pulpar já que os protocolos de revascularização 

recomendam que não sejam utilizadas manobras de instrumentação mecânica 

nestes contextos (5). 

 

 

2.4  SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA) 

 

 

O Sistema Renina Angiotensina é um sistema hormonal fisiológico bem 

conhecido no controle da pressão arterial e homeostasia hidroeletrolítica do 

organismo (73). 

Os estudos sobre o SRA iniciaram-se no século XIX pelo descobrimento da 

renina por Tigersted e Bergman em 1898 (74), a qual tornou-se a base de todo um 

sistema fisiopatológico. 

O sistema é composto pelo Angiotensionogênio, uma glicoproteína produzida 

pelo fígado que circula no plasma como um peptídeo inativo. Este será substrato 

para a renina, secretada pelo rim. O Angiotensinogênio será clivado pela renina e o 

decapeptídeo Angiotensina l (Ang I) (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8-His9-

Leu10) será liberado. A enzima conversora de angiotensina (ECA), produzida no 

pulmão, age sobre a Ang I liberando a Angiotensina II (Ang II) (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-

Ile5- His6-Pro7-Phe8). A Ang II é um dos principais peptídeos efetores do SRA através 

de dois tipos de receptores, do tipo I (AT1) e do tipo II (AT2) (75). 
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O Angiotensinogênio humano, uma proteína de 452 aminoácidos, é 

sintetizado no fígado. Vários hormônios como glicocorticóides, hormônio tireoidiano 

e a própria Ang II estimulam a síntese de angiotensinogênio (76). 

As células justaglomerulares dos rins produzem renina (glicoproteína de 340 

aminoácidos) a partir da pró-renina, que é um precursor inativo. A pró-renina é 

convertida em renina ativa e é liberada na corrente sanguínea em resposta a 

estímulos sistêmicos e locais (77). O principal estímulo para a liberação da renina é 

a diminuição da pressão arterial e constitui a chave inicial de regulação da cascata 

enzimática que irá induzir a produção de Ang II (78). 

A Ang I é um peptídeo de 10 aminoácidos (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6- Pro7-

Phe8-His9-Leu10) sem capacidade de produzir alterações funcionais mas serve de 

substrato para a formação de Ang II (75).   

A enzima ECA, uma metaloprotease de ligação de membrana, possui 1.278 

resíduos de aminoácidos. Esta enzima pode ser encontrada abundantemente ao 

longo da superfície de células endoteliais pulmonares (79). Pela ação da ECA, há a 

liberação do último dipeptídeo da Ang I (His9- Leu10), formando a Ang II, um 

octapeptídeo (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7- Phe8) (75).  

A Ang II tem efeito de vasocontrição vascular ação de ionotropia e 

cronotropia positiva no coração (80), além de que tem propriedades proliferativas 

para células do ligamento periodontal (81), aumento de células da calvária de ratos 

(82), e produção de prostaglandina em fibroblastos gengivais humanos (83). 

As ações biológicas da Ang II ocorrem por meio de sua ligação com AT1 e 

AT2. Esses receptores pertencem à superfamília dos receptores acoplados à 

proteína G. A ativação da proteína G, via receptores AT1, ativa múltiplas cascatas 

de sinalização que resultam em contração, disfunção endotelial, migração celular, 

hipertrofia e fibrose (84).  

Além disso, quando o receptor AT1 é ligado a Ang II também dispara a 

ativação do complexo enzimático nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH) oxidase. Esse complexo é conhecido por ser a principal fonte de espécies 

reativas de oxigênio envolvidas na ativação de fatores de transcrição pró-

inflamatórios (84, 85). As funções de Ang II, tais como constrição vascular, 

proliferação celular e liberação da aldosterona são conhecidas por serem mediadas 

via receptores AT1 (86). Hagiwara et al., 1998 (87) verificaram que a interação de 



40 

 

Ang II nos receptores AT1 poderia alterar o metabolismo de células osteoblásticas 

em ratos.  

A via clássica é responsável pela formação de Angiotensina II e sua ligação 

com o receptor AT1, resultando em proliferação celular e constrição vascular. No 

entanto, a ligação da Ang II ao receptor AT2 produz alguns efeitos diferentes e 

antagônicos que os observados para o AT1. 

A Ang II foi descrita como a principal efetora do SRA por muito tempo (75). 

No entanto, o heptapeptídeo Angiotensina (1-7) tem revelado uma função de 

importância no SRA (88)(89). A Ang (1-7) pode ser formada a partir da Ang II, pela 

ação da ECA-2, sendo esta a sua principal via de formação (90). Santos et al., 1988 

(91) relataram que Ang (1-7) pode ainda ser formada endopeptidases neutras, que 

é uma via não dependente da ECA. Sendo assim, achados da literatura 

aumentaram a complexidade do SRA. Diferentes receptores para Ang II (AT1, AT2 

e AT4) e para Ang (1-7) (MAS), além de um receptor de Pró-renina (92) foram 

caracterizados. Entretanto, acredita-se que outros componentes e funções do SRA 

ainda permaneçam desconhecidos (73). 

Ang (1-7) possui propriedades antiproliferativas, anti-angiogênica e anti-

fibrótica, estimula a apoptose e regula o fluxo iônico (93). Portanto, Angiotensina 1-7 

tem alguns efeitos opostos àqueles observados para AT1, como: vasodilatação, 

inibição da proliferação e crescimento celular (94).  

 

 

2.4.1 Evidências de um Sistema Renina Angiotensina Bucal 

 

 

A visão do SRA, na qual o sistema seria essencialmente dependente da 

existência do hormônio circulante para produzir seus efeitos fisiológicos tem sido 

profundamente modificada nos últimos anos. O SRA atualmente é visto de forma 

mais ampla, na qual a multiplicidade de funções do sistema é produto também da 

ação “parácrina” e “autócrina” dos produtos desse sistema produzidos localmente 

em vários tecidos (95). 

Com as técnicas atuais de biologia molecular foi possível detectar 

componentes do SRA (angiotensinogênio, renina, enzima conversora e receptores 

de Ang II) localmente em vários tecidos como glândulas adrenais, rins, coração, 
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vasos e cérebro (96). É de potencial relevância terapêutica considerar que esse 

sistema é localmente sintetizado em diversos tecidos do organismo. 

Ohuchi et al., 2002 (97) verificaram que Ang II é produzida por fibloblastos 

gengivais de cobaia e os animais que utilizaram fármacos antagonistas de 

receptores de Ang II aumentaram  a proliferação de fibroblastos gengivais. Os 

autores sugeriram que a proliferação aumentou mediada indiretamente por 

receptores AT1. 

Segawa et al., 2003 (83) investigaram o efeito da Ang II sobre a produção de 

prostaglandina em fibroblastos gengivais humanos. Um antagonista de receptores 

AT1 foi capaz de inibir a produção da prostagladina estimulada pela Ang II. 

Berggreen et al., 2003 (98) confirmaram a existência de receptores AT1 na 

polpa dentária e no tecido gengival de furão e estudaram o efeito da Ang II sobre o 

fluxo sanguíneo em tecidos orais destes animais. O estudo chegou a conclusão que 

a Ang II tem um papel importante na regulação do fluxo sanguíneo pulpar.  

Os receptores AT1 e AT2 foram encontrados na polpa dental por Souza et al., 

2007 (99), sugerindo sua moderação na pulpite pelo envolvimento tanto no 

estabelecimento como na modulação das alterações pulpares. Os autores 

expuseram polpas de ratos e depois de diferentes períodos os dentes foram 

submetidos a análise histológica e por RT- qPCR. As análises histológicas 

mostraram vasos sanguíneos com a presença de células inflamatórias. A avaliação 

semi-quantitativa do RT- qPCR demostrou que o AT1 estava super regulado nas 

primeiras 12 horas e diminuiu sua expressão após 24 horas. No entanto, o AT2 teve 

sua expressão maior após 9 horas e em tempos de 12 e 24 horas diminuiu sua 

expressão. 

Ohuchi et al., 2004 (100) demonstraram a presença dos receptores AT1 e 

AT2 em fibroblastos gengivais de coelhos com auxílio da técnica de Western blot. 

Também constataram que a Ang II aumentou a proliferação dos fibroblastos de 

acordo com o aumento da concentração. Esta proliferação foi inibida por um 

antagonista de receptores AT1, porém não teve alteração quando foi utilizada um 

antagonista de receptores AT2, sugerindo, portanto, que a proliferação de 

fibroblastos gengivais de coelho induzida pela Ang II nestas células em cultura 

acontece via receptores AT1.  
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Queiroz-Junior et al., 2015 (101) observaram que a perda do osso alveolar 

induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi prevenida e tratada por um 

antagonista do receptor de AT1 em tecido periodontal de camundongos.  

Estudos demonstraram a existência de um SRA local no tecido gengival de 

ratos. Foi demonstrada a expressão de RNAm para componentes do SRA incluindo 

Angiotensinogênio, Renina, Receptores AT1a, AT1b e AT2 e ECA, sendo que estes 

mostraram-se funcionais e capazes de gerar peptídeos de Angiotensina, incluindo a 

Ang II (102). Um trabalho em tecido gengival humano, Nakamura et al., 2011 (103) 

demonstraram por meio de PCR convencional e de Western Blot, a presença do 

RNAm e da proteína do receptor AT1, em fibroblastos cultivados de gengiva 

humana. Foi possível também observar a expressão do RNAm para ECA e 

Angiotensinogênio nestas mesmas células. 

Santos et al., 2015 (104) demonstraram que fibroblastos de gengiva e 

ligamento periodontal humano, gengiva humana e de rato expressam componentes 

do SRA, confirmando a hipótese da presença de um SRA local e funcional no 

periodonto humano e de rato. Foi também observado que a inibição da renina 

através de Alisquireno e um antagonista de AT1 (Losartan) diminuiu 

significativamente a perda óssea alveolar da periodontite experimentalmente 

induzida em ratos. Entretanto, quando os ratos foram tratados com Enalapril (inibidor 

de ECA) a perda óssea não foi prevenida sugerindo que vias alternativas no SRA 

poderiam modular este processo. Concluiu-se então com o estudo que o bloqueio de 

AT1 e renina pode prevenir significativamente a perda óssea periodontal induzida 

em ratos. 

Desse modo, tem sido sugerido que alterações nos componentes do 

Sistema Renina Angiotensina teciduais específicos podem estar associadas à 

fisiologia ou patofisiologia dos respectivos tecidos e órgãos onde são encontrados, 

possibilitando que interferências nestes SRA locais possam ser benéficas (105). 

 

 

2.4.2 Interação entre Inflamação e Angiotensina II 

 

 

A instalação de um processo inflamatório implica na liberação de diversos 

mediadores químicos. Dentre estes, podemos destacar a Angiotensina II que 
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potencialmente poderia se comportar como modulador da biologia das células-tronco 

da papila apical. 

A inflamação é um processo que ocorre nos tecidos em resposta a estímulos 

patológicos e geralmente leva à recuperação da integridade tecidual, mas se o 

reparo não é totalmente controlado, o processo inflamatório pode resultar em dano 

tecidual (106). Independente da fonte do estímulo primário e do tecido 

compreendido, a inflamação geralmente segue três estágios: aumento na 

permeabilidade vascular; recrutamento de células leucocitárias 

(rolamento/adesão/transmigração e quimiotaxia) e ativação dos processos para 

reparação tecidual. A Ang II está envolvida em nestes três estágios da resposta 

inflamatória (106, 107). 

A Ang II, o principal peptídeo ativo do SRA, além de ser um mediador 

fisiológico do sistema circulatório, é reconhecida por regular o crescimento celular e 

fibrose. Um grande número de estudos demonstrou que a Ang II está envolvida em 

eventos-chave da inflamação. Nesse processo, as células inflamatórias são 

equipadas com todos os componentes do Sistema Renina Angiotensina (SRA), 

podendo produzir angiotensina (Ang II) (108). 

A Ang II provoca suas respostas inflamatórias devido a suas ligações com os 

receptores AT1, desencadeando assim a cascata em que ocorrerá a sinalização 

intracelular que por consequência irá regular vários genes considerados pró-

inflamatórios (107).  

O trabalho de Gabriele et al., 2017 (109) verificou diminuição das citocinas 

inflamatórias IL-6 e IL-8 induzidas por IL-1β em fibroblastos de gengiva e ligamento 

periodontal de ratos quando o receptor AT1 foi silenciado. Em macrófagos e células 

muscular da parede vascular, a Ang II aumentou a expressão de IL-8 e CCL-2 (110). 

Também em células vasculares do músculo liso, a Ang II estimulou de maneira 

tempo e concentração dependente, a produção de IL-6 e IL-8 via receptor AT1 (111). 

Outro estudo constatou que um bloqueador de Ang diminuiu a expressão de MCP-1/ 

CCL-2 em lesões ateroscleróticas de ratos (112) e por fim, o tratamento com inibidor 

da Enzima Conversora de Angiotensina atenuou a expressão vascular de MCP-1 e 

IL-8 em lesões ateroscleróticas (113). 

Um estudo feito por de Cavanagh et al., 2010 (114), em ratos, concluiu que a 

inibição do Sistema Renina Angiotensina com bloqueadores de AT1 e com inibidores 

da ECA, além de diminuir a proliferação celular, reduziram o estresse oxidativo pela 
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prevenção da formação de espécies reativas de oxigênio derivadas da ativação da 

enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NAD(P)H) oxidase induzida pela 

Angiotensina II.  

 Múltiplos relatos em modelos de ratos mostraram que o bloqueio da 

sinalização de Angiotensina II via receptor AT1 aumentou efetivamente a massa 

óssea sob condições fisiológicas e em um modelo de osteoporose induzida (115-

117). Santos et al., 2015 (118) também observaram que o tratamento com Losartan 

(inibidor de Ang II) atenuou a reabsorção óssea (análise da perda óssea) induzida 

experimentalmente em ratos sugerindo o envolvimento de Ang II através do receptor 

AT1 na ativação da osteoclastogênese. 

  Chen et al., 2015 (119) demonstraram em ratos que Losartan pode 

aumentar a massa óssea in vivo e suprimir diretamente a osteoclastogênese in vitro, 

acompanhado pela diminuição da fosforilação de ERK mediada por RANKL em 

osteoclastos. Outro estudo descobriu que a inibição da sinalização de Ang II via AT1 

in vivo atenuou a diferenciação de monócitos, as células precursoras de osteoclastos 

(120). Em uma linhagem de células de ratos, o bloqueio de AT1 reduziu a 

osteoclastogênese indiretamente, aumentando a taxa de RANKL /OPG em 

osteoblastos (115). Em camundongos, Losartan diminuiu marcadores de 

osteoclastos, como RANK, RANK- L enquanto a osteoprotegerina (OPG), um inibidor 

da reabsorção óssea, foi aumentada (121). Olmesartan, outro antagonista do 

receptor AT1, reduziu o processo inflamatório e a perda óssea em ratos (122). 

 Nakai et al., 2015 (123) avaliaram uma linhagem de células de 

osteosarcoma de ratos e o estímulo com Ang II diminuiu a mineralização celular. Um 

estudo com osteoblastos de calvária de ratos também relatou que Ang II suprimiu a 

formação de nódulos mineralizados em 14 dias (87). 

Somando-se as informações de que a Ang II está presente em todas as 

fases da inflamação (106), que a Ang II tem efeitos pró-inflamatórios e proliferativos, 

que a inibição do SRA diminui o estresse oxidativo (114), além dos múltiplos relatos 

que bloqueio de Angiotensina via receptor AT1 aumentou efetivamente a massa 

óssea, sugere-se que a inibição do SRA diminua os danos da lesão periapical 

durante sua progressão. 

Como pode ser observado a partir do exposto, a literatura traz evidências do 

potencial de mediadores inflamatórios como angiotensina II em modular células 

indiferenciadas de sítios distintos, de forma que possam resultar em importantes 
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alterações em seu fenótipo e função. Este efeito, porém, parece variar de forma 

significativa entre células mesenquimais de diferentes tecidos (124, 125). Este 

conhecimento é essencial para que se saiba em que condições se encontram os 

remanescentes da papila apical no momento da intervenção clínica e sua relação 

com o sucesso das terapias regenerativas atualmente propostas. Todavia, estes 

eventos ainda não foram explorados no contexto da etiopatogenia da interrupção da 

rizogênese em dentes imaturos com comprometimento pulpar nem tampouco no 

contexto de mecanismos envolvidos com a diferenciação celular nos eventos 

derivados de revascularização. Trata-se de um conhecimento essencial para o 

progresso dos procedimentos clínicos regenerativos empregados pela Endodontia 

atual. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Considera- se que lipídeos bioativos e AngII, liberados a partir da ativação 

celular por mecanismos de imunidade inata (126) têm potencial para modular de 

maneiras distintas o fenótipo e a função de células indiferenciadas (30). Apesar dos 

avanços científicos acerca do conhecimento da biologia celular e do crescente 

interesse da Endodontia contemporânea em desenvolver tratamentos mais eficazes 

para quadros de dentes com rizogênese incompleta, ainda não é conhecido o papel 

de mediadores inflamatórios nos mecanismos relacionados às alterações 

moleculares que afetam as células da papila apical e que podem estar envolvidos 

com a etiopatogenia da interrupção da rizogênese em dentes com 

compromentimento pulpar. A compreensão destas alterações poderá resultar 

futuramente em abordagens clínicas com enfoque específico e direcionado à 

reversão das alterações apresentadas por estas células. Sendo assim, este estudo 

tem como objetivo elucidar os mecanismos moleculares envolvidos com as 

alterações que sofrem as células de papila apical em um microambiente pró-

inflamatório investigando in vitro o perfil de produção de AngII e seu receptor AT1 

por células de papila apical desafiadas por LPS bacteriano e o papel da Ang II na 

modulação desta população celular estudada. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

Este estudo obteve aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia da USP (Parecer nº 1.946.955, CAAE: 64233617.1.0000.0075, Anexo A).  

A execução dos experimentos in vitro foi dividida em quatro fases. Na primeira, 

as células da papila apical foram obtidas, isoladas e caracterizadas. Na segunda, foi 

elucidado o papel de lipopolissacarídeo (LPS) sobre as CPA. Na terceira etapa foi 

realizada a detecção da expressão gênica dos componentes do Sistema Renina- 

Angiotensina (SRA) nas células da papila apical. Por fim, na quarta fase foram 

realizados ensaios funcionais para avaliar o papel da Ang II nas CPA. A descrição 

detalhada é apresentada a seguir. 

 

 

4.1 PRIMEIRA FASE 

 

 

4.1.1 Obtenção das células da papila apical 

 

 

Papilas apicais foram obtidas a partir de terceiros molares hígidos com 

rizogênese incompleta. Três elementos dentais foram obtidos de três pacientes 

diferentes, saudáveis e sem condições sistêmicas relatadas. Todas os dentes foram 

extraídos por indicação de exodontia 

Os dentes foram lavados, a papila apical foi gentilmente destacada da raiz 

dentária com auxílio de pinça e lâmina de bisturi e foi fragmentada em porções 

menores que 1mm e então dispostas em placas do tipo Petri (Corning Inc., NY, 

EUA). As culturas foram estabelecidas a partir de explantes. Os fragmentos de tecido 

foram cultivados com -Modified Eagle Medium (α-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 µM de L-ascorbato-2-

fosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100U/mL de penicilina (Invitrogen), 100 

µg/mL de estreptomicina (Invitrogen). Essa composição de meio de cultura foi 

nomeada Meio de Proliferação (MP).  
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Os fragmentos, ou explantes, foram então mantidos em cultivo, incubados em 

estufas a 37oC em atmosfera com 5% de CO2, para que células começassem a migrar 

dos explantes para o fundo das placas (Figura 1). As células no estudo foram utilizadas 

até a quinta passagem. 

  

 

Figura 4.1 - Células de papila apical (CPA) obtidas a partir de cultura primária com explantes. Papila 
apical sendo removida da raiz dentária (A) Papila fragmentada na Placa de Petri (B) 
Células migrando do explante: imagem capturada em microscópio óptico com contraste 
de fases em aumento de 100X (C). 

 

 

 

 

4.1.2 Caracterização fenotípica das células da papila apical 

 

 

A caracterização do fenótipo de CPA foi feita por meio de imunomarcação e 

detecção por citometria de fluxo. Suspensões celulares foram obtidas por 

descolamento das células com solução enzimática não mamífera (Accutase, Gibco). 

Após lavagem com PBS + SBF, as células foram incubadas por 30 min com o 

tampão de bloqueio PBS e SBF 0,01%. Em seguida, suspensões de 1 x 105 células 

foram incubadas por uma hora a 4oC com anticorpos conjugados a fluoróforos a uma 

concentração de 10 µg/mL. Após nova lavagem, as células foram ressuspensas em 

0,5 mL de solução de paraformoldeído a 4% por 10 min. A expressão dos antígenos 

de superfície foi avaliada por Citometria de Fluxo utilizando-se de um equipamento 

FACScalibur (Becton, Dickinson and Co., San Jose, EUA) no Departamento de 

Imunologia d/o Instituto de Ciências Biomédicas da USP.  
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Para as marcações, 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 secundário Goat anti-Mouse-IgM conjugado a PE – F0116 – R&D 

Systems). Também foi realizada marcação para CD45 (Cat. FAB1430P) e CD34 

(Cat. FAB7227P, R&D Systems) sendo que para estes antígenos esperava-se 

marcação inferior a 2%. Como isotipos controles foram usados Mouse IgG1-PE (Cat. 

IC002P – R&D Systems) correspondente a CD146, CD45 e CD34 e Mouse IgG2A-

APC (Cat. IC003A – R&D Systems), correspondente a CD24 (Sonoyama et al. 2008; 

Bakopoulou et al. 2013). 

 

 

4.1.3 Caracterização funcional: diferenciação celular 

 

 

A capacidade de diferenciação osteo/odontogênica das CPA foi investigada in 

vitro conforme estudos prévios da literatura (15, 16). 

A formação de nódulos mineralizados foi detectada utilizando o ensaio de 

Vermelho de Alizarina S a 2% (pH 4,2) (Sigma-Aldrich).  

As células foram semeadas em placas de 24-poços (5x104 células/poço). CPA 

foram mantidas em Meio de Proliferação (MP) ou Meio de Diferenciação (MD). O 

meio que foi denominado MD foi o MP acrescido de 10 nmol/L de dexametasona 

(Invitrogen), 10 mmol/L de fosfato monopotássico (KH2PO4) e 10 nmol/L de 1,25 

dihidroxivitamina D3 (Sigma-Aldrich) (16).  

Após o período de indução de 14 dias, as culturas foram lavadas duas vezes 

em PBS, fixadas com formoldeído a 10%, reidratadas em água destilada e coradas 

com vermelho de alizarina, por 5 min. As culturas foram então lavadas várias vezes 

em PBS e deixadas secar. Os poços foram fotografados utilizando microscopia de 

fase. A absorbância foi lida em espectrofotômetro (Biotek) utilizando o filtro de 490 

nm. 

 

 



52 

 

 

4.2 SEGUNDA FASE 

 

 

4.2.1 Viabilidade celular – estímulo com LPS 

 

 

A fim de avaliar o efeito do LPS sobre a viabilidade das SCAPs, a citotoxicidade 

do estímulo frente a células em MP ou MD foi avaliada por meio de ensaio 

empregando brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (Molecular 

Probes, Life Technologies), conforme descrito por estudos prévios de nosso grupo 

(127). Tal método se baseia na capacidade das células viáveis reduzirem o sal de 

MTT em formazan. Consistindo o MTT a avaliação da atividade da enzima 

desidrogenase mitocondrial, a quantidade de produto é detectada pela leitura da 

absorbância. 

As células foram semeadas em placas de 96 poços na concentração de 8 x 

103 células por poço. O estímulo com LPS (Ultrapure Escherichia coli LPS, Cat. LPS-

EB, Invivogen, San Diego, EUA) foi realizado nas concentrações de 0,1; 1 e 10 

µg/mL em triplicata. Como controle, foi utilizado o respectivo meio de cultura 

somente MP (Meio de Proliferação) ou MD (Meio de Diferenciação). As células foram 

analisadas por 1, 3, 5, 7 e 14 dias, sendo que para os dois últimos foram realizadas 

trocas de meio a cada 48 h.  

Após os períodos de incubação, foi adicionado em cada poço 20 µL de uma 

solução de MTT (5mg/mL em PBS) diluídos em 180 µL de meio de cultura. As 

placas foram incubadas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 e protegidas 

da luz por quatro horas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 

imediatamente foram adicionados 200 µL de DMSO em cada poço, para dissolver os 

cristais de formazan formados após redução do sal de MTT. A leitura da absorbância 

foi feita em espetrofotômetro (Synergy H1, Biotek, Winooski, EUA) no comprimento 

de onda 570nm. 
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4.2.2 Detecção de produção in vitro de citocinas inflamatória – estímulo com 

LPS 

 

 

Após o estímulo das SCAPs por uma e 24 horas pelas diferentes concentrações 

de LPS (0,1; 1 e 10 µg/mL) em meio de proliferação, o sobrenadante celular foi 

coletado e armazenado a -20ºC. As concentrações das citocinas MCP-1/ CCL2, IL-

1β e OPG produzidos pelas células foram obtidas por ensaio ELISA (do inglês, 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay).  

Placas de 96 poços (Corning Incorporated, EUA) foram recobertas com 

anticorpos monoclonais humanos (anticorpos de captura) - para cada alvo por 15 a 

18 horas a temperatura ambiente. Após a incubação as placas foram submetidas ao 

primeiro ciclo de três lavagens sucessivas com PBS 1% contendo 0,5% de Tween 

20. Posteriormente, foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com 100 

µL por poço da solução de bloqueio composta por PBS 1% e albumina sérica bovina 

1% (BSA). Um novo ciclo de lavagens foi realizado e imediatamente após as 

amostras do sobrenadante celular e concentrações crescentes conhecidas da 

proteína recombinante de cada alvo foram incubadas por 2 horas em temperatura 

ambiente. O terceiro ciclo de lavagens foi realizado e então as placas foram 

incubadas com o anticorpo biotinilado por 2 horas. Novamente as placas foram 

lavadas e incubadas com uma solução de PBS 1% e estreptavidina (R&D Systems,  

Minnesota, EUA) na proporção 1:200 ou 1:40 por 20 minutos em temperatura 

ambiente. Após o último ciclo de lavagens as placas foram incubadas com 

tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) por 30 minutos. A 

reação colorimétrica resultante da adição do substrato foi parada pela adição de 

ácido sulfúrico 2N, e as placas foram lidas utilizando o comprimento de onda 450nm 

e 570nm. A leitura da absorbância foi feita em um espectrofotômetro (Synergy/H1, 

Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). As concentrações de citocinas foram 

determinadas por interpolação de uma curva padrão e foram apresentadas como 

pg/mL para amostras em cada uma das condições testadas. 

 

 

https://www.google.com.br/search?q=Minneapolis+Minnesota&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MMmurEwrUOIEsdMKqsrTtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAMUpzC1FAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0sb2Jlf7aAhXBj5AKHfNKCHMQmxMIpAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=Minneapolis+Minnesota&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MMmurEwrUOIEsdMKqsrTtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAMUpzC1FAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0sb2Jlf7aAhXBj5AKHfNKCHMQmxMIpAEoATAQ
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4.3 TERCEIRA FASE 

 

 

Elegeu-se a concentração de estímulo de LPS a 1µg/mL por verificar nessa 

concentração um aumento da expressão de CCL-2 nas células da papila apical no 

presente estudo, sendo que aumento da expressão dessa quimiocina tem sido 

associado ao maior recrutamento de células de defesa para sítios inflamatórios, 

principalmente monócitos (53). 

 

4.3.1 Detecção da expressão gênica dos componentes do Sistema Renina- 

Angiotensina (SRA) nas CPA 

 

 

A expressão de RNAm das células da papila apical para os componentes do 

SRA foi avaliada por transcrição reversa seguida de RT-qPCR.  Foram avaliadas as 

expressões de e Angiotensinogênio, da Enzima Conversora de Angiotensina I (ECA) 

e Enzima Conversora de Angiotensina-2 (ECA-2), Renina, Receptor de Angiotensina 

II tipo 1 (AT1), Receptor de Angiotensina II tipo 2 (AT2) e Receptor MAS.  

As células foram cultivadas em placas de 6 poços (2X105 células por poço) 

com meio de proliferação. As células foram então submetidas ao estímulo com LPS 

(Invitrogen) na concentração de 1 µg/mL e avaliadas 1, 3, 5 e 24 horas após. Ao 

grupo controle foi adicionado apenas meio de proliferação.  

Extração de RNA: Após o período de incubação, foi feita a remoção do 

meio de cultura e as células foram lisadas com Trizol® (Invitrogen). Esse 

procedimento foi realizado pelo método guanidino-isotiocianato-fenol-clorofórmio 

conforme descrito na literatura (128). Após adição de um volume de 20% de 

clorofórmio (Merck), os tubos foram agitados e centrifugados a 13000g por 15 min a 

4oC. A fase aquosa foi recuperada em alíquotas de 300 L que foram colocadas em 

tubos de microcentrífuga contendo 600 L de isopropanol (Merck). Após agitação, o 

RNA foi precipitado por centrifugação a 13.000 g por 10 min a 4oC e lavado por duas 

vezes com 1 mL de etanol 70% [em água com dietil pirocarbonato (DEPC) 0,1%], 

agitando-se vigorosamente. Após secagem, o RNA total foi reconstituído em 10 L 

de água tratada com DEPC 0,1%.  
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Quantificação do RNA: A quantificação do RNA total deu-se pela leitura de 

1 µL das amostras. As leituras foram realizadas em comprimento de onda entre 260 

e 280 nm e a concentração das amostras foi fornecida pelo equipamento em ng/µL. 

Para eliminar a possível contaminação do RNA total por DNA genômico, procedeu-

se o tratamento de todas as amostras com DNAse (Sigma-Aldrich). 

Transcrição reversa: Após quantificação, o RNA foi utilizado para a síntese de 

cDNA, a qual foi realizada por meio de High Capacity cDNA reverse transcription kit 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com as orientações do 

fabricante. 

qPCR: A análise quantitativa da expressão dos genes abaixo listados foi 

feita por meio do sistema TaqMan® (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Primers e 

sondas inventoriados para Angiotensinogênio, Renina, ECA, ECA-2, Receptor de 

Angiotensina II tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) e Receptor MAS foram utilizados 

juntamente com TaqMan® Mastermix II. A expressão dos genes alvo foi normalizada 

com base na expressão de GAPDH (Hs02758991_g1) como controle endógeno. 

Foram utilizados 1 µL de cDNA de cada amostra juntamente com reagentes Taqman 

Gene Expression Mastermix® (Thermo Scientific), primers e sondas com um volume 

final de reação de 10 µL. A termociclagem compreendeu 2 min a 50oC, 10 minutos a 

95oC, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95oC e 1 minuto a 60oC. Os resultados 

foram analisados com base no valor de CT (cicle threshold – ou ciclo limiar), 

determinado com base em controle negativo (sem amostra). As médias dos valores 

de CT de medidas em duplicata foram utilizadas para calcular a expressão do gene 

alvo, com normalização ao controle endógeno (GAPDH), e então comparados com o 

controle alvo-interno (grupo de células controle não estimuladas) para o cálculo da 

quantificação relativa, utilizando a fórmula 2 – CT. Os ensaios de RT-qPCR foram 

feitos no Laboratório de Fisiologia e Farmacologia Clínica da Faculdade de 

Odontologia da USP de Bauru (FOB-USP). 

 

 

4.3.2 Detecção de produção in vitro de Angiotensina II 
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Após o estímulo das CPAs por 1, 3, 12 e 24 horas por LPS 1µg/mL em meio de 

proliferação, o sobrenadante celular foi coletado e utilizado fresco. O grupo controle 

consistiu nas CPAs apenas meio de proliferação.  A concentração de Angiotensina II 

produzida pelas células foi obtida por ensaio ELISA (do inglês, Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) – descrito anteriormente no item 4.2.2. 

 

4.4 QUARTA FASE 

 

 

4.4.1 Papel da Angiotensina II nas CPA in vitro  

 

 

Considerando que as ações do SRA são mediadas principalmente pela 

Angiontensina II, e tendo sido detectada a expressão gênica de AT1 (Receptor de 

Angiotensina II tipo 1) e da proteína Ang II nas células da papila apical, foram então 

realizados ensaios funcionais para avaliar o papel do peptídeo nas CPA in vitro. 

As células foram estimuladas com Ang II (Tocris, Bioscience, Bristol, UK) a 

1µg /mL e para o bloqueio farmacológico, foi utilizado o fármaco EMD 66684 (Tocris, 

Bioscience, Bristol, UK) antagonista de AT1. As concentrações utilizadas foram de 

acordo com o trabalho de Bond et al., 2011 (129). Em todos os ensaios de bloqueio 

farmacológico, as células foram tratadas com o inibidor 30 minutos antes da 

colocação dos estímulos. As trocas de meio no intervalo foram feitas a cada 48 

horas com pré-tratamento sempre 30 min antes do meio contendo LPS ou Ang II ser 

adicionado.  

 

 

4.4.1.1 Viabilidade celular  
 

A fim de se analisar o efeito da Angiotensina II sobre a viabilidade das 

células da papila apical, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-[4,5-

dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazólio), descrito anteriormente no item 4.2.1, que 

avalia a taxa metabólica celular.  

As células foram cultivadas em placas de 96 poços na concentração de 8 x 

103 células por poço, e após foram estimuladas com meio de proliferação (controle), 
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meio de proliferação acrescido de LPS na concentração de 1 µg /mL, meio de 

proliferação com Angiotensina II (Tocris) a 1 µg /mL; meio de proliferação com o 

inibidor EMD 66684 (Tocris) a 10 µg /mL – para bloqueio de AT1 (Bond et al., 2011) 

e por último,  meio de proliferação acrescido do inibidor (10 µg /mL) e LPS a 1 

µg/mL. A citotoxidade dos estímulos foi analisada após 24, 48 e 72 horas. 

 

 

4.4.1.2 Detecção de produção in vitro de citocinas inflamatórias  
 

 

Células foram plaqueadas em placas de 24 poços (2x104 célula/poço). O 

estímulo nas células da papila apical foram feitos com meio de proliferação 

(controle), meio de prolifereção acrescido de LPS na concentração de 1 µg /mL, 

meio de prolifereção com Angiotensina II (Tocris) a 1 µg /mL, meio de prolifereção 

com o inibidor EMD 66684 (Tocris) a 10 µg /mL– para bloqueio de AT1 e por último, 

meio de proliferação acrescido do inibidor (10 µg /mL) e LPS a 1 µg/mL. Após 24 

horas, o sobrenadante celular foi coletado e armazenado a -80ºC. As concentrações 

de CCL-2, OPG, IL-6, RANK, IL-1B e MSC-F produzidos pelas células foram obtidas 

por ensaio ELISA – descrito anteriormente no item 4.2.2.  

 

 

4.4.1.3 Diferenciação celular de CPA  
 

 

A diferenciação celular foi avaliada por meio da análise de deposição de 

cálcio, coloração com Vermelho de Alizarina S (descrito anteriormente na primeira 

fase no item 4.1.3) com o período de indução de 14 dias. 

 As células da papila apical foram cultivadas em placas de 48 poços na 

concentração de 8 x 103 células por poço, e após foram estimuladas com meio de 

proliferação (controle), meio de diferenciação, meio de diferenciação acrescido de 

LPS na concentração de 1 µg /mL, meio de diferenciação com Angiotensina II 

(Tocris) a 1 µg /mL, meio de diferenciação com o inibidor EMD 66684 (Tocris) a 10 

µg /mL– para bloqueio de AT1 e por último, meio de diferenciação acrescido do 

inibidor (10 µg /mL) e LPS a 1 µg/mL. O estímulo sempre foi feito em triplicata.  
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4.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os ensaios foram realizados em triplicata. Verificada a distribuição normal das 

amostras, a análise estatística foi feita por meio de ANOVA seguida de pós-teste de 

Tukey ou teste t de Student. Os níveis de significância foram determinados com 

p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1 PRIMEIRA FASE 

 

 

5.1.2 Obtenção das células da papila apical 

 

 

A técnica para a realização de cultura primária de células da papila apical a 

partir de explantes se mostrou passível de reprodução durante a execução do 

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

estudo. 

 

 

Figura 5.1 - Células de papila apical (CPA) obtidas a partir de cultura primária com explants. Imagens   
capturadas em microscópio óptico com contraste de fases em aumento de 100X. 

 

 

 

5.1.3 Caracterização fenotípica das células da papila apical 

 
 
 As células isoladas da papila apical expressaram níveis típicos de marcadores 

de superfície de células-tronco mesenquimais. Os resultados obtidos por citometria 

de fluxo demonstraram positividade para marcadores de superfície de células-tronco, 

tais como CD146, CD44 e STRO-1. As células também apresentaram mínima 

expressão de marcadores de células hematopoiéticas (CD45) ou endoteliais (CD34). 

A representação em dot-plot da imunomarcação está demonstrada na figura 5.2. 
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Figura 5.2 - Representação em dot plot da imunomarcação para CD146, CD24, CD34, CD45 e 
STRO-1 por citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 5.1 -  Porcentagem de marcadores de células indiferenciadas nas CPA obtidas para o estudo. 
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5.1.3 Caracterização funcional: diferenciação celular 

 

 

A formação de nódulos mineralizados foi detectada utilizando o ensaio de 

Vermelho de Alizarina. Após 14 dias de cultura houve mineralização celular nas 

células com Meio de Diferenciação (Figura 5.3). 

 

Figura 5.3 - Indução de diferenciação osteo/odontoblástica em células de papila apical. CPA foram 
mantidas em Meio de Proliferação (MP) ou meio de diferenciação (MD). Deposição de 
cálcio detectada por meio de ensaio de Alizarina S após 14 dias de cultivo, imagens 
macro (painel superior) e microscópicas (painel inferior). 

 

 

 

 

 

5.2 SEGUNDA FASE 

 

 

5.2.1 Viabilidade celular – estímulo com LPS 

 

 

Para avaliar o efeito do lipopolissacarídeo (LPS) sobre a viabilidade das 

CPAs, a citotoxicidade do estímulo frente a células em MP ou MD foi avaliada por 
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meio de ensaio empregando brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT) (Molecular Probes, Life Technologies).  

O estímulo com LPS nas diferentes concentrações tanto em meio de 

proliferação (controle) como diferenciação e no decorrer dos dias não afetou a 

viabilidade das CPA (Figura 5.4) 

 
 
Figura – 5.4 - Viabilidade de CPA frente ao estímulo com LPS. Células foram mantidas em meio de 

proliferação ou diferenciação na presença de LPS nas concentrações de 0,1; 1 e 10 
µg/mL indicadas por 1 (A), 3 (B), 5 (C), 7 (D) e 14 (E) dias. A viabilidade e/ou 
proliferação foi detectada indiretamente por meio do emprego de MTT. Não houve 
diferença significativa pela análise de variância de dois critérios. 
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5.2.3. Detecção de produção in vitro de citocinas inflamatórias – estímulo com 

LPS 

 

 

A citocina IL-1 β não foi produzida em 1 e 24 horas no sobrenadante das 

CPAs. 

No entanto, MCP-1/ CCL-2 em uma hora foi produzido e a produção foi 

significativamente maior com o meio de proliferação a 1µg/mL quando comparado a 

0,1 µg/mL de LPS (Figura 5.5). Em 24 horas, a concentração de 1µg/mL e 10µg/mL 

de LPS foi significativamente maior em relação ao meio de proliferação (Figura 5.6).  

A Osteoprotegerina (OPG) foi produzida pelas CPAs no período de uma 

hora, porém sem diferença estatística entre as concentrações de LPS (Figura 5.7). 

Já em 24 horas houve significativamente maior expressão de OPG no meio de 

proliferação (controle) quando comparado com o estimulado com 0,1 e 10µg/mL de 

LPS (Figura 5.8).  

 

 

Figura 5.5 - Produção de CCL-2(pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferação (MP) 
estimuladas com LPS em diferentes concentrações (0,1; 1 e 10 µg/mL) em uma hora. 

 

 

*p< 0,05 em relação a MP0.1 
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Figura 5.6 - Produção de CCL-2(pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferação (MP) 
estimuladas com LPS em diferentes concentrações (0,1; 1 e 10 µg/mL) em 24 horas. 

 

 

*p< 0,05 em relação a MP 
***p<0,001 em relação ao MP 

 

 

Figura 5.7 - Produção de OPG(pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferação (MP) 
estimuladas com LPS em diferentes concentrações (0,1; 1 e 10 µg/mL) em uma hora. 
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Figura 5.8 - Produção de OPG(pg/mL) pelas células da papila apical em Meio de Proliferação (MP) 
estimuladas com LPS em diferentes concentrações (0,1; 1 e 10 µg/mL l) em 24 horas. 

 

 

*p< 0,05 em relação a MP 
**p< 0,01 em relação a MP 

 

 

5.3 TERCEIRA FASE 

 

 

Elegeu-se a concentração de estímulo de LPS a 1µg/mL por verificar nessa 

concentração um aumento da expressão de CCL-2 nas células da papila apical no 

presente estudo, sendo que aumento da expressão dessa quimiocina tem sido 

associado ao maior recrutamento de células de defesa para sítios inflamatórios, 

principalmente monócitos (53). Esta concentração em outros estudos também foi 

capaz de induzir resposta biológica em células mesenquimais indiferenciadas 

incluindo CPAs (130-132). Logo, a concentração de 1µg/mL  foi utilizada para os 

ensaios da terceira e quarta fase da pesquisa. 
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5.3.1 Detecção da expressão gênica dos componentes do Sistema Renina- 

Angiotensina (SRA) 

 

 

A expressão de RNAm das células da papila apical com estímulo de LPS 

para os componentes do SRA foi avaliada por reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR).  

 Em 1, 3 e 5 horas foram expressos Angiotensinogênio (Figura 5.9), Renina 

(Figura 5.10) e Enzima Conversora de Angiotensina - ECA (Figura 5.11). A ECA teve 

aumento significativo da expressão em uma hora com estímulo de LPS em relação 

ao controle e aos outros tempos estimulados com LPS. 

 O Receptor de Angiontensina tipo 1, responsável pela via clássica do 

Sistema Renina Angiotensina, esteve presente em uma e 24 horas (Figura 5.12). Em 

24 horas a ECA também se manteve presente. 

 Já o Receptor MAS, Enzima Conversora de Angiotensina-2 e receptor de 

Angiotensina II tipo 2 (AT2), responsáveis pela produção de Ang 1-7, não foram 

encontrados nas células da papila apical nos períodos avaliados de 1, 3, 5 e 24 

horas. 

 

 

Figura 5.9 - Representação gráfica da expressão de Agiotensinogênico (AGT) nas células da 
papila apical com Meio de Proliferação (controle) e estimuladas com 1µg/mL de LPS 
em 1, 3 e 5 horas. A expressão de RNAm foi quantificada em relação ao gene de 
referência GAPDH. 
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Figura 5.10 - Representação gráfica da expressão Renina nas células da papila apical com Meio 
de Proliferação (controle) e estimuladas com 1µg/mL de LPS em 1, 3 e 5 horas. A 
expressão de RNAm foi quantificada em relação ao gene de referência GAPDH. 

 

 

 

 

 

Figura 5.11 - Representação gráfica da expressão Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) 
nas células da papila apical com Meio de Proliferação (controle) e estimuladas com 
1µg/mL de LPS em 1, 3 e 5 horas. A expressão de RNAm foi quantificada em relação 
ao gene de referência GAPDH.  

 

 

*p< 0,05 em relação ao controle 1 hora 
#p<0,05 em relação a LPS 3 e 5 h 

  

 

Figura 5.12 - Representação gráfica da expressão do receptor de Angiotensina II tipo 1 -AT1 nas 
células da papila apical com meio de proliferação (controle) e estimuladas com 
1µg/mL de LPS em uma hora (imagem esquerda) e 24 horas (imagem direita). A 
expressão de RNAm foi quantificada em relação ao gene de referência GAPDH. 
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5.3.2 Detecção de produção in vitro de Angiotensina II 

 

 

Angiotensina II foi produzida pelas células da papila apical em 1, 3, 12 e 24 

horas estimuladas ou não por LPS, porém sem diferença estatística entre os grupos 

(Figura 5.13). 

 

Figura 5.13 - Produção de Angiotensina II pelas células da papila apical em 1, 3, 12 e 24 horas em    
Meio de Proliferação (controle) e Meio de Proliferação acrescido de LPS 1µg/mL. 

 

 

 

 

5.4 QUARTA FASE 

 

 

5.4.1 Papel da Angiotensina II nas CPA: Viabilidade celular 

 

 

A fim de analisar o efeito da Angiotensina II sobre a viabilidade das células 

da apical, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-

2-il]-2,5- difeniltetrazólio).  
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Em 24 horas, o estímulo com Ang II fez as células proliferarem mais quando 

comparadas com as células com estimuladas com o inibidor de AT1. Paralelamente, 

inibindo-se AT1 a viabilidade celular foi significativamente menor em relação ao 

controle (Figura 5.14). Em 48 horas, o estímulo com Angiotensina II teve aumento 

significativo na viabilidade das células da papila apical comparando-se com o 

controle (Figura 5.15). Já em 72 horas, inibindo-se AT1 aliado ao estímulo com LPS 

observou-se redução significativa da viabildade celular comparando-se com todos os 

grupos (controle, Ang II, LPS 1µg/mL e somente inibidor de AT1). Apenas com o 

inibidor também houve redução significativa em relação ao controle, Ang II e LPS 

(Figura 5.16).   

 

Figura 5.14 - Viabilidade de CPA. Células foram mantidas em meio de proliferação MP(controle); LPS 
1 µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao LPS 1µg/mL 
e a própria Ang II 1µg/mL por 24 horas.  

 

 

 
*p< 0,05 em relação ao Inibidor 
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Figura 5.15 - Viabilidade de CPA. Células foram mantidas em meio de proliferação MP(controle); LPS 
1 µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao LPS 1µg/mL 
e a própria Ang II 1µg/mL por 48 horas.  

 

 
**p< 0,01 em relação a MP 
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Figura 5.16 - Viabilidade de CPA. Células foram mantidas em meio de proliferação MP(controle); LPS 
1µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao LPS 1µg/mL 
e a própria Ang II 1µg/mL por 72 horas 

 

 

**p< 0,01 em relação ao Inibidor+LPS 
****p< 0,0001 em relação ao Inibidor+LPS 

#p< 0,05 em relação ao Inibidor 
###p< 0,001 em relação ao Inibidor 

 

 

5.4.2 Papel da Angiotensina II nas CPA: Detecção de produção de citocinas 

inflamatórias por ELISA 

 

 

A citocina IL-1 β não foi produzida em 24 horas no sobrenadante das CPAs. 

Já as citocinas IL-6, OPG e MSC-F foram expressas, porém não mostraram 

diferença significativa entre os grupos controle; LPS 1 µg/mL; Inibidor de AT1; 

Inibidor associado ao LPS e a própria Ang II (Figura 5.17).  

RANKL foi produzido pelas células da papila apical e a expressão foi 

significativamente maior nas células estimulas por Ang II quando comparadas ao 

controle (MD) (Figura 5.18). 

A quimiocina MCP-1/CCL-2 foi produzida nas células da papila apical. Ang II, 

LPS 1µg/mL e Inibidor associado ao LPS aumentaram a produção da quimiciona 
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significativamente em relação ao Inibidor ou controle. Ou seja, a presença do LPS e 

da Angiotensina aumentou a produção de CCL-2 nas células estudadas (Figura 

5.19). 

 

Figura 5.17 - Expressão de IL-6, M-CSF e OPG em pg/mL nas células da papila apical em Meio de 
Proliferação (MP); LPS 1 µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL 
associado ao LPS 1µg/mL e a própria Ang II 1µg/mL por 24 horas.  
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Figura 5.18 - Expressão de RANKL em pg/mL nas células da papila apical em Meio de Proliferação 
(MP); LPS 1 µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao 
LPS 1µg/mL e a própria Ang II 1µg/mL por 24 horas.  

 

 

 

*p< 0,05 em relação a MD 
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Figura 5.19 - Expressão de CCL-2 em pg/mL nas células da papila apical em Meio de Proliferação 
(MP); LPS 1 µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao 
LPS 1µg/mL e a própria Ang II 1µg/mL por 24 horas.  

 

 

*p< 0,05 em relação a MP 
***p< 0,001em relação a MP 

#p<0,05 em relação ao Inibidor 
#p<0,001 em relação ao Inibidor 

 

 

 

5.4.3 Papel da Angiotensina II nas CPA: Diferenciação celular 

 

 

A formação de nódulos mineralizados foi detectada utilizando o ensaio de 

Vermelho de Alizarina com o período de indução de 14 dias. Houve diferenciação 

osteo/odontogênica das CPA, porém sem diferença significativa entre os grupos com 

meio de diferenciação; LPS; Inibidor de AT1; Inibidor de AT1 associado ao LPS e a 

própria Ang II (Figuras 5.20 e 5.21).  
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Figura 5.20: Indução de diferenciação osteo/odontoblástica em células de papila apical. CPA foram 

mantidas em meio de diferenciação; estimuladas com LPS 1 µg/mL; Inibidor de AT1 
10µg/mL; Inibidor de AT1 10µg/mL associado ao LPS 1µg/mL e a própria Ang II 1µg/mL.  
Deposição de cálcio detectada por meio de ensaio de Alizarina S após 14 dias de cultivo, 
imagens macro e microscópicas. 

 

 

 

 

 

Figura 5.21: Indução de diferenciação osteo/odontoblástica em células de papila apical. CPA foram 
mantidas em meio de diferenciação; estimuladas com LPS 1 µg/mL; Inibidor de Ang II 
10µg/mL; Inibidor de Ang II 10µg/mL associado ao LPS 1µg/mL e a própria Ang II 
1µg/mL.  Deposição de cálcio detectada por meio de ensaio de Alizarina S após 14 dias 
de cultivo 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Com o objetivo de tornar a discussão deste trabalho clara, inicialmente serão 

discutidos aspectos pertinentes ao papel do lipopolissacarídeo (LPS) nas células da 

papila apical e posteriormente, à presença e função do Sistema Renina Angiotensina 

nas CPA. 

 

 

6.1 CÉLULAS DA PAPILA APICAL E O ESTÍMULO COM LPS 

 

 

Células da papila apical têm sido descritas como uma fonte de células nos 

procedimentos regenerativos endodônticos (16). Na primeira fase do estudo, células 

da papila apical foram isoladas e caracterizadas como sendo células mesenquimais 

indiferenciadas por apresentarem níveis típicos de marcadores de células tronco: 

CD146+/STRO-1+/ CD24+ e CD45-/ CD34-. Os resultados estão em concordância 

com estudos prévios da literatura (9,15) os quais utilizaram tal como o presente 

trabalho, a citometria de fluxo para identificar os marcadores de superfície.  

 A infecção do sistema de canais radiculares e inflamação periapical podem 

afetar a sobrevivência destas células alterar suas funções, o que é crucial para a 

continuação do desenvolvimento radicular em dentes com rizogênese incompleta 

que irão receber tratamento endodôntico regenerativo. Sendo assim, tem se tornado 

uma preocupação frequente compreender o potencial impacto das toxinas 

bacterianas sobre essa população celular.   

Para avaliar se toxinas bacterianas exerciam algum efeito citotóxico nas 

células da papila apical, as células foram cultivadas na presença de diferentes 

concentrações de LPS de Escherichia coli (0,1; 1 e 10 µg/mL) por 1, 3, 5 ,7 e 14 dias 

em meio de proliferação e diferenciação e os resultados mostraram que as células 

mantiveram-se viáveis e proliferativas independente da concentração, tipo de meio 

de cultura e do tempo estimuladas.  

Esses dados corroboram com os achados que demonstraram que as células 

da papila apical podem sobreviver a infecção do sistema de canais radiculares (21, 
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133). Os resultados também estão de acordo com outros estudos, os quais 

avaliaram o efeito do LPS em células pré-osteobláticas (31), células mesenquimais 

de medula-óssea (32), células mesenquimais do tecido adiposo(134), nas células do 

ligamento periodontal (33,34) e principalmente nas células da papila apical (35). 

Uma vez que não houve alteração na viabilidade celular em nenhuma das 

concentrações testadas, na sequência, determinamos se os LPS teriam algum efeito 

sobre a resposta inflamatória celular. Os resultados obtidos mostraram que o LPS de 

E. coli na concentração de 1µg/mL foi capaz de induzir um aumento na expressão 

dos genes para MCP-1/ CCL-2 através de ELISA. Estudos na literatura mostram que 

tal quimiocina está presente em infecções bacterianas como lesões periradiculares 

(56–58). Também já foi constatado que procedimentos endodônticos que tem por 

finalidade reduzir a carga microbiana diminuem a expressão de CCL-2 (59,60) e já 

foi também verificado que a quimiocina é aumentada na presença de LPS de 

diferentes bactérias em células de polpa (61). Portanto, trabalhos comprovam que a 

quimiocina está relacionada e exacerbada na presença microbiana, e de fato, no 

presente estudo, o LPS a 1 e 10 µg/mL aumentaram a expressão de CCL-2, 

confirmando o que a literatura traz a respeito. O aumento dessa citocina está 

relacionado com o recrutamento principalmente de monócitos/ macrófagos para 

sítios inflamatórios, portanto, o resultado nos mostra que a presença de LPS a 1 

µg/mL nas células da papila apical ativa a quimiotaxia de células de defesa para a 

região, sendo esta uma resposta vital para eliminar os patógenos da lesão 

periradicular através da fagocitose(53). Vale ressaltar  também que o conhecimento 

reunido sobre as funções da CCL2 nas CPA pode abrir caminho para o 

desenvolvimento de estratégias seguras para o controle dos efeitos indesejáveis da 

inflamação, sem comprometer seus efeitos benéficos. 

A patogênese das lesões periapicais representa uma interação entre o 

desafio microbiano e a resposta imune do hospedeiro, resultando na produção de 

citocinas e reabsorção óssea. Nosso estudo demonstrou que as células da papila 

apical produzem Osteoprotegerina (OPG), que inibe a diferenciação de osteoclastos 

e a reabsorção óssea. Porém, os resultados mostraram que o OPG teve sua 

expressão diminuída na presença de LPS a 0,1 e 10µg/mL. O resultado é explicado 

e supostamente esperado pois a presença do LPS nas células da papila apical inicia 

uma condição inflamatória (como visto no presente estudo com o aumento do CCL-

2), e o equilíbrio entre a expressão de RANKL e OPG é alterada frente a inflamação, 
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de modo que é ativada uma cascata de transdução de sinais que conduz à 

osteoclastogênese(62).  

Kawashima e Yang em 2000 (65) já haviam comprovado que em lesões 

periapicais a expressão do OPG diminuiu no período da expansão da lesão e 

Chuang et al., 2012 (135) demonstram também que é diminuído o OPG em dentes 

com exposição pulpar em relação aos com polpa intacta. Além de que outro estudo 

(64) constatou que o LPS é capaz de estimular diretamente os osteoblastos a 

expressar em RANKL, resultando na diferenciação de osteoclastos. Em células de 

ligamento periodontal (41) e de cementoblastos (68), o LPS  induziu o aumento de 

RNAm de OPG. Acredita-se que tais células estimuladas por toxinas bacterianas 

possuam mecanismos defensivos diferentes que inibem a destruição óssea. De fato, 

nosso estudo demonstrou que as células da papila apical expressam a 

Osteoprotegerina, porém o desafio bacteriano teve efeito inibitório, sugerindo que a 

presença microbiana tem potencial de ativação dos osteoclastos e consequente 

reabsorção óssea.  

 

 

6.2  SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NAS CÉLULAS DA PAPILA APICAL  

 

 

No presente trabalho, de forma inédita, foram apresentados dados que 

documentaram a existência de um Sistema Renina Angiotensina local nas células da 

papila apical humana in vitro. Foi detectada a expressão gênica para 

Angiotensionogênio, Renina, Enzima Conversora de Angiotensina, Receptor AT1 e, 

comprovando a existência dos componentes da via clássica do SRA nas células 

estudadas. Uma vez que a produção de proteína é soberana, nosso resultado 

também evidenciou a produção de Angiotensina II pelas células da papila apical 

através do ELISA. Nesse sentido, nosso achado contribuiu para o estudo do SRA 

localizado em tecidos específicos independentemente do SRA circulante. 

Na literatura há evidênicas da exisência de um ou mais componentes do SRA 

local nos teciduos bucais. O AT1 já foi encontrado em fibroblastos gengivais de 

cobaia (97) e humanos (83).  AT1 e AT2 em fibroblastos gengivais de coelhos (136), 

AT1 também já foi detectado na polpa e tecido gengival de furão (98) e no tecido 
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periodontal de camundongo (101). Os receptores AT1 e AT2 foram encontrados na 

polpa dentária de ratos (99) e no tecido gengival de ratos, já foi comprovada a 

expressão de RNAm para Angiotensinogênio, Renina, Receptores AT1,  AT2 e ECA 

(102). 

Infere-se também no presente estudo, com o tempo experimental estudado de 

24 horas, que nas células da papila apical está presente apenas a via clássica da 

Angiotensina II, quando esta interage com o receptor AT1. Na população celular 

estudada e em 24 horas não foi econtrada a expressão gênica para o receptor MAS, 

ECA-2 e AT2, responsáveis pela formação da Angiotensina 1 -7, porém essa via foi 

encontrada nas células de polpa e gengival in vivo (99,100,102). Sugere-se avaliar 

outros tempos experimentais na busca dos receptores de Angiotensina 1 -7.  

Sabendo-se que as células são a chave do sucesso de procedimentos 

endodônticos regenerativos e em casos de necrose pulpar ocore a invasão de 

microrganismos e instalação de processos inflamatórios, sugerimos o papel de 

lipopolissacarídeo (LPS) sobre as células da papila na indução de componentes do 

Sistema Renina Angiotensina (SRA). 

No presente estudo verificamos uma tendência de aumento da expressão dos 

componentes do Sistema Renina Angiotensina após uma hora de estímulo com LPS, 

e de fato, a Enzima Conversora de Angiotensina teve aumento significativo na 

presença da toxina microbiana neste tempo experimental. É sabido que a presença 

de bactérias desencadeia uma resposta inflamatória nas células da papila apical, e 

este nosso resultado vai de encontro ao que a literatura diz, ao considerar que 

existem estudos que comprovaram que há aumento da expressão de componentes 

do SRA quando há presença de inflamação (99,137). Ademais, vale a pena ressaltar 

que a própria Ang II tem ações pró-inflamatórias (138). 

 Ao avaliar o efeito da Angiotensina II sobre a viablidade celular, nossos 

resultados demonstraram que em 48 e 72 horas a Ang II aumentou a proliferação 

das células da papila apical e inibindo a ligação do peptídeo em AT1 houve 

diminuição do crescimento da população celular estudada. Primeiramente, cabe 

destacar que a Ang II é conhecida por seu efeito clássico de induzir proliferação 

celular mediada via receptores AT1 (30,86). Além de que os dados do presente 

estudo estão de acordo com a literatura pois Ohuchi et al., 2002 (97) demonstraram 

que o tratamento com fármacos antagonistas de receptores de Ang II diminuiu a 

proliferação de fibroblastos gengivais de cobaio. E o mesmo grupo de autores (136), 
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demonstraram que a Ang II induziu a proliferação de fibroblastos gengivais de 

coelhos de maneira concentração-dependente. Os dois trabalhos demonstraram que 

a proliferação induzida pela Ang II nestas células cultivadas ocorre via receptores 

AT1. Ou seja, nossos dados vêm confirmar o efeito proliferativo da Ang II, 

demonstrando que nas células da papila apical houve o crescimento celular como 

discutido anteriormente para células de outros tecidos.  

 Outro objetivo de nosso estudo foi avaliar o papel da Ang II na produção de 

citocinas inflamatórias nas células da papila apical, visto que evidências científicas 

demonstram que a ativação de células da papila por estímulos pró- inflamatórios 

resulta na inibição da sua diferenciação (51). Suzuki et al., 2003 (107) demonstraram 

que Ang II devido a suas ligações com AT1, desencadeia a cascata de sinalização 

intracelular que irá regular vários genes considerados pró- inflamatórios.  O resultado 

da atual pesquisa corrobora com os pesquisadores acima ao avaliar o efeito da Ang 

II na expressão de MCP-1/ CCL-2 nas células da papila apical, considerando que tal 

quimiocina é responsável pelo recrutamento de células de defesa para sítios 

inflamatórios (53). Nosso resultado demonstrou que a presença da Angiotensina II 

aumentou a expressão de CCL-2 nas células da papila apical. Não somente, foi 

também constatado que inibindo-se AT1, a expressão da quimiocina decresceu 

significativamente. Ou seja, na fase da inflamação responsável pelo recrutamento de 

leucócitos, mais especificamente monócitos/ macrófagos, a atual pesquisa atestou 

que a Ang II está envolvida desempenhando seu papel pró- inflamatório.  

 Estudos na literatura corroboram os nossos resultados. Gabriele et al., 2017 

(109) verificaram diminuição das citocinas inflamatórias IL-6 e IL-8 induzidas por IL-

1β em fibroblastos de gengiva e ligamento periodontal de ratos quando o receptor 

AT1 foi silenciado. Em macrófagos e células vasculares do músculo liso, a Ang II 

aumentou a expressão de IL-8 e CCL-2 (110). Também nesta população celular a 

Ang II estimulou, de maneira tempo-concentração dependente, a produção de , IL-6 

e IL-8 via receptor AT1 (111). Outro estudo constatou que um bloqueador de Ang 

diminuiu a expressão de MCP-1 em lesões ateroscleróticas de ratos (112) e por fim, 

o tratamento com inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina atenuou a 

expressão vascular de MCP-1 e IL-8 em lesões ateroscleróticas (113). 

 Em contrapartida aos resultados do CCL-2, a citocina inflamatória IL-6 não 

teve aumento significativo com a presença de Ang II nas células da papila humana in 

vitro. Gabriele et al., 2017(109) também verificaram em fibroblastos de gengiva e 
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ligamento periodontal de ratos que a Losartan (inibidor de AT1) não modulou a 

secreção de IL-6 e IL-8 induzida por IL-1β. Nakamura et al., 2011 (103) relataram 

que o uso de um antagonista do receptor AT1 não reduziu significativamente os 

níveis de IL-6.  Em células do músculo liso vascular de aorta de ratos, um 

antagonista do receptor de Ang II extracelular também não influenciou os efeitos 

intracelulares deste peptídeo (139). Sabe-se que a localização nuclear do receptor 

AT1 resulta numa ativação nuclear específica (140). Sendo assim, estes fatos 

sugerem que Ang II e o receptor AT1 exercem suas funções principalmente no 

interior das células (103). Visto isso, mais estudos com foco nos mecanismos das 

ações da Ang II na inflamação em células da papila humana são necessários. 

 As lesões perirradiculares são induzidas pela infecção da polpa dental e 

antígenos microbianos que chegam ao ápice pelo forame apical e estimulam a 

liberação de citocinas que induzem osteoclastogênse levando à reabsorção óssea 

progressiva na região periapical. Nessa perspectiva, muitos estudos enfatizam o 

papel benéfico para a saúde óssea pela inativação da sinalização de Angiotensina II 

via receptores AT1. Tsubakimoto et al., 2009 (120) descobriu que a inibição de Ang 

II via AT1 in vivo atenuou a diferenciação de monócitos, as células precursoras de 

osteoclastos. Santos et al., 2015 (118) observaram que o tratamento com Losartan 

(inibidor de AT1) atenuou a reabsorção óssea (análise da perda óssea) induzida 

experimentalmente em ratos. Chen et al., 2015(119) demonstraram em ratos que 

Losartan (inibidor de Ang II) pode aumentar a massa óssea in vivo e suprimir 

diretamente a osteoclastogênese in vitro mediada por RANKL em osteoclastos. Em 

uma linhagem de células de ratos, o bloqueio de AT1 reduziu a osteoclastogênese 

indiretamente, aumentando a taxa de RANKL /OPG em osteoblastos (115). Em 

camundongos, Losartan diminuiu marcadores de osteoclastos, como RANK, RANKL 

enquanto OPG foi aumentada (121). Outro estudo com antagonista do receptor 

AT1reduziu perda óssea em ratos, por diminuir os níveis de RANKL e RANK e 

aumentar OPG (122). 

 Coletivamente, esses dados confirmam que a sinalização da Angiotensina 

influencia a remodelação óssea. Nossos resultados demonstraram pela primeira vez 

em células da papila apical, que quando estimulas in vitro pela Angiotensina II, 

houve aumento da produção de RANKL. Ou seja, o presente estudo vai de encontro 

a literatura quando comprova o efeito pró- reabsorção óssea da Ang II. Nossos 

dados demonstraram tanto que a Ang II foi capaz de aumentar a quimiocina CCL2 
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que é considerada um fator mediador da remodelação óssea, por recrutar 

monócitos, que são os precursores dos osteoclastos (53), assim como aumentou a 

produção de RANKL, ativador da osteoclastogênese (62). 

  Um achado interessante da nossa pesquisa foi que com o estímulo in vitro 

da Angiotensina nas células da papila, não houve aumento da expressão do fator de 

estimulação de colônias de macrófagos (M-CSF). É sabido que os monócitos/ 

macrófagos podem se diferenciar em osteoclastos e a maturação pode ocorrer pela 

ação do fator de estimulação de colônias de macrófagos (M-CSF) e pelo RANKL 

(63), portanto, nosso estudo demonstrou que apenas o RANKL foi aumentado 

significativamente na presença da Ang II. 

 Por fim, avaliamos se a Ang II estava relacionada com a capacidade de 

mineralização celular nas células da papila apical. Nakai et al, 2015 (123) avaliaram 

uma linhagem de células de osteosarcoma de ratos e o estímulo com Ang II diminuiu 

com a mineralização celular. Um estudo com osteoblastos de calvária de ratos 

também relatou que Ang II suprimiu a formação de nódulos mineralizados em 14 

dias (87). Nossos resultados também em 14 dias mostraram uma diminuição, porém 

não significativa da Ang II na mineralização das células da papila apical. Inibindo-se 

AT1 observamos uma tendência de aumentar a formação de nódulos mineralizados 

nas CPA e acreditamos que com o aumento da amostra a diferença significativa 

possa ocorrer. 

Em suma, pela primeira vez um estudo detectou o Sistema Renina 

Angiotensina nas células da papila apical e evidenciou os efeitos proliferativos, pró-

inflamatórios e pró- reabsorção óssea do principal peptídeo efetor do sistema, a 

Angiotensina II nessas células. Esse conhecimento é essencial para o progresso dos 

procedimentos clínicos regenerativos, pois uma vez que a Ang II tem esses efeitos 

nas células-tronco da papila apical, que é considerada a fonte de células para que a 

rizogênese aconteça, abordagens com enfoque direcionado à reversão das 

alterações apresentadas por esse peptídeo podem ser benéficas para a 

revascularização pulpar em dentes necróticos com rizogênese incompleta. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• Células da papila apical foram isoladas e caracterizadas como sendo 

células mesenquimais indiferenciadas. 

• As células mantiveram-se viáveis e proliferativas na presença de LPS  

Escherichia coli. 

• Os resultados obtidos mostraram que o LPS na concentração de 1µg/mL 

foi capaz de induzir um aumento na expressão dos genes para MCP-1/ CCL-2. 

• Nosso estudo demonstrou que o OPG teve sua produção diminuída na 

presença de LPS a 0,1 e 10µg/mL. 

• Foi detectada, de forma inédita, a expressão gênica para 

Angiotensionogênio, Renina, Enzima Conversora de Angiotensina e Receptor AT1 

comprovando a existência dos componentes da via clássica do SRA nas células 

estudadas. A Enzima Conversora de Angiotensina teve aumento significativo na 

presença de LPS. 

• Ao avaliar o efeito da Angiotensina II sobre a viablidade celular, nossos 

resultados demonstraram que em 48 e 72 horas a Ang II aumentou a proliferação 

das células da papila apical  

• A presença da Angiotensina II aumentou a expressão de CCL-2 nas células 

da papila apical.  

• Nossos resultados demonstraram que quando as células da papila apical 

foram estimuladas in vitro pela Angiotensina II, houve aumento da produção de 

RANKL.  

• Inibindo-se AT1 observamos uma tendência de aumentar a formação de 

nódulos mineralizados nas CPA, porém sem diferença significativa. 
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