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Virios estudos tém demonstrado que os fatores de crescimento, principalmente os membros da
familia TGFp, participam no processo de reparagdo e altera¢io homeostética da polpa, sinalizando
para vérios aspectos da regeneracgdo tecidual, os eventos associados com a injdria dental e subseqiiente
reacdo de defesa. Todavia, o mecanismo de acdo das moléculas bioativas sobre as células e tecidos
ainda ndo estd bem compreendido.

Com a finalidade de avaliar a participagdo dos fatores de crescimento extraidos da dentina de
terceiros molares humanos (hESDP) na modulacdo da expressdo dos genes que codificam para
fibronectina (FN) e coldgeno tipo 1 (Col-1), foi realizado o experimento de RT-PCR semi-
quantitativo. Células MDPC-23 (30.000 células/cm®) foram semeadas em placas de 24
compartimentos (~60.000 células/compartimento) em meio de cultura DMEM completo e mantidas
em incubadora por 72 horas. Em cada um dos comparimentos, foram adicionadas diferentes
concentracdes de hESDP, originando os seguintes grupos: Grupo 1- Opg/mL; Grupo 2 — 0,001pug/mL;
Grupo 3 — 0,01pug/mL; Grupo 4 — 0,1ug/mL; Grupo 5 - 1ug/mL. O RNA total extraido ap6s 24 horas
de exposicdo, utilizando-se para isto o TRIzol, foi submetido ao ensaio de RT-PCR, utilizando o
nimero de ciclos determinado para cada gene em estudo. Apds eletroforese em gel de agarose a 2% de
todos os produtos de PCRs, foi realizada a fotodocumentacdo para andlise de densitometria. A partir
dos valores das dreas de cada banda, foi calculada a razdo entre a expressao do gene de interesse e de
GAPDH para cada amostra. Desta maneira, foi gerado um gréifico, que representa os niveis de
expressdo relativa de FN e Col-1 pelas células expostas a diferentes concentracdes de proteinas.

Neste experimento, pode-se observar que nao houve diferenca na expressdo dos genes que
codificam para FN e Col-1 nos grupos em que as células foram expostas a diferentes concentragdes de
proteinas. A figura 1 representa o gel de agarose a 2% contendo os produtos de PCR de dois
experimentos independentes. As bandas foram submetidas a densitometria e os graficos com os
valores numéricos obtidos estdo representados nas figuras 2 (FN) e 3 (Col-1).
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Figura 1 — Produtos de PCR dos genes que codificam para Col-1, FN e GAPDH em gel de agarose
2%. 1- Ladder 1kb, 2 e 7 — Controle negativo. 3 ¢ 8§ — 0,001ug/mL de ESDP, 4 ¢ 9 — 0,01ug/mL, 5 e
10-0,1pug/mL, 6 e 11 - 1ug/mL.
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Figura 2 — Representacdo grifica dos niveis de expressio do RNAm de FN em relacio aos de
GAPDH nas células expostas a diferentes concentragdes de hESDP.
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Figura 3 — Representacdo grafica dos niveis de expressdo do RNAm de Col-1 em relagdo aos de
GAPDH nas células expostas a diferentes concentracdes de hESDP.

Para avaliacdo da sintese de coldgeno, foi utilizado o kit SIRCOL, as células foram distribuidas
nos grupos ja descritos para o experimento de RT-PCR. A leitura foi feita em espectrofotometro a
540nm, utilizando o reagente alcalino como branco. Para calibracdo do experimento, uma curva-
padrdo foi construida com o padrdo de coldgeno que acompanha o kit previamente a realizacdo do
experimento.

A sintese de coldgeno foi analisada devido ao fato de que as proteinas (hESDP) poderiam estar
agindo na tradu¢cdo do RNAm e ndo na sua trascri¢do. A curva padrdo obtida forneceu uma equacio de
reta y=0,0224x, onde y € a densidade ética obtida para que se determine a quantidade de coldgeno
secretada no meio de cultura.

No experimento com as células expostas a diferentes concentracdoes de hESDP, observamos que

houve uma diminui¢do na sintese e secrecio de coldgeno para algumas concentracdes testadas (Figura
4).
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Figura 4 — Quantidade de coldgeno secretado apds 24 horas de exposicdo a diferentes concentragdes
de proteinas.

Assim, foi possivel concluir, dentro das condi¢des experimentais, que o hESDP ndo apresenta

efeito sobre a transcri¢do dos genes que codificam para Col-1 e FN, mas afeta a tradugdo do gene que
codifica para Col-1. Este estudo evidenciou também que o hESDP regula a sintese de COIl-1 de
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maneira dose-dependente. Desta maneira, dependendo da concentracdo de hESDP aplicada sobre as
células MDPC-23, este extrato pode ter ag@o estimulatdria ou inibitdria na sintese de COI-1.
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