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RESUMO

MARTINEZ, E.F. Estudo da expressao da a-actina de musculo liso em cultura
de células de polpas dentarias e gengivas humanas tratadas com o fator de
transformacao de crescimento-f1 (TGF-B1). Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

Durante o processo de reparacao tecidual, o fator de transformacéo de crescimento-
beta 1 (TGF-B1) apresenta um importante papel na regulagdo da expressao da a-
actina de musculo liso (a-AML) e, portanto, na diferenciacdo miofibroblastica. Como
os fibroblastos pulpares apresentam caracteristicas peculiares, com a expressao de
proteinas especificas que os diferem de fibroblastos de outros tecidos conjuntivos, o
presente estudo avaliou in vitro se o TGF-B1 aumenta a expressdo de a-AML em
fibroblastos pulpares humanos (FP) comparando-os com fibroblastos de gengiva
(FG). Para tal, diferentes doses de TGF-f1 (5 a 10 ng/ml) foram adicionadas as
culturas de células, que foram tratadas com dois tipos diferentes de soro, o soro fetal
bovino (SFB) e soro de bezerro (DCS), sendo a expressao da o-AML analisada por
imunofluorescéncia e western-blotting. Além disso, as principais caracteristicas ultra-
estruturais foram avaliadas por microscopia eletrénica de transmissao, bem como a
expressao de outras proteinas da matriz extracelular como a tenascina (TN),
osteonectina (ONEC) e vimentina. Ambos os tipos celulares imunoexpressaram o-
AML mesmo sem o tratamento com o TGF-f1. Quando o TGF-1 foi adicionado as
culturas, a expressdao da a-AML aumentou consideravelmente, principalmente
quando tratadas com DCS, independente da concentracdo utilizada. Ultra-
estruturalmente, ambos os tipos celulares apresentaram edentacdo de ndcleo e
miofilamentos na periferia da célula quando tratados com TGF-f1. TN e ONEC
imunoexpressaram somente em FP, independentemente do tratamento com TGF-
B1. Houve imunomacagdo para a vimentina em ambos os tipos celulares. Os
resultados do presente estudo demonstraram que o TGF-B1 induz a expresséao de o-
AML, sugerindo a inducao do fenotipo miofibroblastico em fibroblastos pulpares.

Palavras-chave: a-actina de musculo liso. Polpa dentaria humana. Fibroblastos de
polpa. Fator de transformacdo de crescimento (1 (TGF-B1). Fendtipo
miofibroblastico.



ABSTRACT

MARTINEZ, E.F. Expression of a-smooth muscle actin in cultured human dental
pulp and gingival fibroblasts induced by TGF-B1. Ph.D. Thesis — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Transforming growth factor-beta 1 (TGF-B1) has been related to induce the
expression of a-smooth muscle actin (a-SMA) in fibroblasts during repair. Since
pulpal fibroblasts seem to be somewhat different from other fibroblasts, the present
study investigated in vitro whether TGF-B1 enhances the expression of a-SMA in
human pulpal fibroblasts. TGF-B1 was added in doses between 5-10 ng/ml to
cultures of both dental pulp and gingiva human fibroblasts cultured with fetal bovine
serum (FBS) and donor calf serum (DCS). The expression of a-SMA was analyzed
by immunofluorescence and western-blotting, while the ultrastructure was evaluated
by electron microscopy. In addition, the expression of tenascin (TN), osteonectin
(ONEC), and vimentin was also investigated. Both cell types were immunoreactive
for o-SMA even without TGF-1. When TGF-Bf1 was added to cell cultures, the
expression of a-SMA increased dramatically in pulpal fibroblasts, mainly when
treated with DCS, independent of the concentration used. It was confirmed by the
western-blotting analysis. Ultrastructure revealed myofilaments and indented nuclei in
both fibroblasts treated with TGF-B1. TN and ONEC were only immunolabeled in
pulpal fibroblasts treated or not with TGF-B1. Both fibroblast types were positive for
vimentin. The present findings showed that TGF-1 up-regulated the expression of a-
SMA thus inducing pulpal fibroblasts to acquire the myofibroblast phenotype.

Key words: a-smooth muscle actin. Human dental pulp. Pulpal fibroblasts. TGF-1.
Myofibroblast phenotype.
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1 INTRODUCAO



A polpa dentaria constitui-se de um tecido conjuntivo frouxo representado por
elementos celulares e matriz extracelular. As principais macromoléculas que
compdem a matriz extracelular da polpa dentaria sdo secretadas por células do tipo
fibroblasto e sdo representadas pelas glicosaminoglicanas e proteinas estruturais ou

adesivas (KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

Esta matriz € composta por uma variedade de proteinas e glicoconjugados
que sao secretados localmente e se acumulam em intima associacdo com a
superficie das células que os produzem, tendo um importante papel na morfogénese
embrionaria e diferenciacdo celular sendo essencial para a formacao dos tecidos
dentarios (GARBARSCH et al., 1994). Além disso, é bem descrita na literatura a sua
importancia como um arcabouco fisico para a manutencao do tecido pulpar (VAN

AMERONGEN et al., 1984; HILLMANN e GEURTSEN, 1997).

Algumas citocinas e fatores de crescimento podem modular a proliferagao e
diferenciacao celular e sintese da matriz pulpar (SHIBA et al., 1998). Os fatores de
transformacao de crescimento (TGF) sdo expressos por células mesenquimais e
odontoblastos, bem como células odontogénicas de origem epitelial, e influenciam a
proliferacao celular e formagédo de dentina, juntamente com componentes da matriz

extracelular (DIXON et al., 1991; MELIN et al., 2000).

A reparacdo pulpar é resultado de sucessivos processos incluindo
quimiotaxia, proliferacdo, neovascularizacdo, remodelagdo da matriz extracelular e
diferenciacdo celular, levando a formagao de dentina reparativa. E bem descrito na
literatura o papel dos TGFs, em particular do TGF-B1 na indugdo da matriz

extracelular para a produgdo de matrizes mineralizadas ap6s injuria tecidual (MELIN



et al.,, 2000), bem como um papel imunossupressor na resposta inflamatoria

(D’SOUZA et al., 1998).

A formacdo de dentina reparativa, evidéncia de reparacao pulpar, é analoga
ao tecido cicatricial de outros tecidos conjuntivos (COHEN e BURNS, 2002). Esta
producdao de matrizes mineralizadas € induzida por algumas proteinas de matriz

além de fatores de crescimento como o TGF-B1.

Em tecidos moles, a formacéo de tecido de granulagédo e contracao de ferida
sao caracterizadas pelo envolvimento de células mesenquimais especializadas com
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas intermediarias ao fibroblasto e as células
do musculo liso, conhecidas como miofobroblastos (GABBIANI et al., 1971). Estas
células tém um papel fundamental no fenémeno de retragéo da ferida, bem como na
sintese e secrecao de proteinas da matriz extracelular (EYDEN, 2001).

O marcador do fenédtipo miofibroblastico € a expressdo do isoforma o da
proteina actina de musculo liso (AML) que compde o citoesqueleto de todas as
células e faz parte do aparelho contratil das células musculares (CASELITZ et al.,
1981). O TGF-B1 é provavelmente o fator de crescimento mais importante na
inducdo da AML (DESMOULIERE, 1995).

Em vista do exposto, o presente trabalho teve por objetivo estudar in vitro, o
papel do TGF-B1 na indugao miofibroblastica com a expressao da proteina a-AML
em células pulpares comparando-se com fibroblastos de gengiva, bem como a
expressao de outras proteinas da matriz extracelular relacionadas a formacao de
tecidos mineralizados (tenascina e osteonectina). Como os soros utilizados em

cultura apresentam fatores de crescimento, avaliou-se também a influéncia de dois



tipos de soro [soro fetal bovino (SFB) e soro de bezerro (DCS)] na expressao da

proteina a-AML nas culturas estudadas.



2 REVISAO DE LITERATURA



2.1 Polpa dentaria

A polpa dentaria constitui-se de um tecido conjuntivo, histologicamente
formada por células e matriz extracelular com organizagao e localizagao peculiares,
uma vez que se encontra rodeada por um tecido mineralizado e, portanto, rigido,
denominado de dentina. Como a polpa e a dentina possuem origem em comum, a
partir da papila dentaria, além de caracteristicas topograficas e funcionais
intimamente relacionadas, desde a fase de formacao até o dente completamente

formado, constituem o complexo dentina-polpa (KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

Histologicamente, a polpa dentaria é dividida em trés porcdes bem definidas:
a camada de odontoblastos, a regido subodontoblastica e a regido central. Esta
ultima é constituida por um tecido conjuntivo frouxo, caracterizado pela presenca de
numerosos fibroblastos envolvidos pela matriz extracelular (KATCHBURIAN e

ARANA, 2004).

As principais classes de macromoléculas que compdem a matriz extracelular
da polpa dentéria sdo proteinas colagenas (colagenos tipo | e lll), proteinas néo
colagenas (fibronectina, sialoproteina 6ssea, osteocalcina), proteoglicanas incluindo-
se o acido hialurdénico, sulfato de condroitina e sulfato de heparana e fosfolipideos,
bem como tenascina e osteonectina, proteinas estas caracteristicas de tecidos
conjuntivos adjacentes a tecidos mineralizados (MARTINEZ et al., 2000; MARTINEZ
e ARAUJO, 2004) constituindo um gel caracteristico que embebe os elementos
celulares e fibrilares (LINDE, 1985; GOLDBERG e LASFARGUES, 1995; ARANA-

CHAVEZ e MARTINEZ, 2008).

Sabe-se que a matriz extracelular da polpa dentaria possui um importante

papel na morfogénese embrionaria e diferenciacao celular sendo essencial para a



formacao dos tecidos dentarios (LESOT et al., 1981; THESLEFF e HURMERINTA,
1981; RUCH, 1985; THESLEFF et al., 1989; LUKINMAA et al., 1991; CHIQUET-
EHRISMANN et al., 1994; GARBARSCH et al., 1994; SAWADA e NANCI, 1995).
Além disso, é bem descrito na literatura a sua importancia como um arcabouco fisico
para a manutencdo do tecido pulpar (VAN AMERONGEN et al., 198S;

KARJALAINEN et al., 1986; HILLMANN e GEURTSEN, 1997; KUO et al., 1992).

As principais células presentes na polpa dentaria sao fibroblastos, células
vasculares (sanguineas e linfaticas), endoteliais, perivasculares, neurais,
macrofagos, linfécitos T e mesenquimais indiferenciadas, consideradas também
células-tronco (“stem cells”) (GOLDBERG e LASFARGUES, 1995; GRONTHOS et

al., 2000; MIURA et al., 2003; SLOAN e SMITH, 2007).

Os fibroblastos da polpa sao as células mais predominantemente encontradas
na regiao central da polpa, e apresentam um aspecto caracteristico fusiforme, com
um nucleo central e ovoide e longos prolongamentos. Além disso, o citoplasma
destas células apresenta tipicas organelas de sintese e secrecdo de proteinas,
refletindo sua capacidade de elaboracédo e renovacao da substancia intercelular e,
portanto, de formacdo e manutencdo da matriz extracelular (KATCHBURIAN e

ARANA, 2004).

Estas células possuem caracteristicas peculiares se comparadas aos
fibroblastos de outros tecidos conjuntivos (MARTINEZ et al., 2004), pois além da
sintese e manutencdo dos componentes da matriz extracelular, os fibroblastos
pulpares respondem a estimulos especificos podendo se diferenciar em células
semelhantes a odontoblastos (“odontoblast-like”) (ARANA-CHAVEZ e MARTINEZ,

2008).



Além disso, os fibroblastos pulpares expressam proteinas tipicas de tecidos
conjuntivos relacionados a tecidos mineralizados, como tenascina e osteonectina
(MARTINEZ e ARAUJO, 2004), fosfatase alcalina (SHIBA et al., 1998), sialoproteina
o0ssea (NAKASHIMA et al., 1994), osteoaderina (BUCHAILLE et al., 2000),
osteopontina e osteocalcina (GRONTHOS et al., 2000) sugerindo que estas células
assemelham-se mais as células osteoblasticas do que as células fibroblasticas
menos diferenciadas, devido a presenca em seu citoplasma de proteinas da matriz

responsaveis pela formacao de tecidos mineralizados.

Inimeros estudos tém demonstrado a presenca, na regido central da polpa,
de células mesenquimais indiferenciadas conhecidas como células-tronco (“stem
cells”), capazes de se auto renovarem, bem como, de se diferenciarem em multiplas
linhagens celulares, dependendo do microambiente ao qual estdo presentes

(GRONTHOS et al., 2002).

A principal caracteristica destas células é a possibilidade de regenerarem o
complexo dentina-polpa, composto por matriz mineralizada tubular e odontoblastos,
formando um arranjo estrutural semelhante ao complexo dentina-polpa encontrado

em dentes humanos adultos (GRONTHOS et al., 2000).

A reparagéo pulpar apés um procedimento operatério, traumatico (erosivo ou
fraturas), e microbiol6gico (caries) envolve uma sequéncia de eventos celulares
similares a reparacdo em tecidos moles. Estes eventos incluem quimiotaxia,
proliferacdo de células mesenquimais no local da injuria e producdo de matrizes
extracelulares. A formacao de dentina reparativa, evidéncia de reparacao pulpar, é
analogo ao tecido cicatricial de outros tecidos conjuntivos (STANLEY et al., 1983).

Esta producédo de matrizes mineralizadas e diferenciacao das células mesenqumais



indiferenciadas (“stem cells”) é induzida por algumas proteinas de matriz além de

fatores de crescimento como o TGF-$ (SHIBA et al., 1998).

2.2 Miofibroblasto e actina de musculo liso

Durante muitos anos, propds-se que o termo “miofibroblasto” caracterizava-se
por células fibroblasticas localizadas nos tecidos de granulacdo que exibiam um
importante aparato microfilamentoso citoplasmatico (GABBIANI et al., 1971; 1976).

Atualmente, sabe-se que estas células também se encontram em tecidos
normais especializados, onde possuem uma importante funcdo constitutiva e
mecanica, bem como, estdo presentes durante uma variedade de condicdes
patolégicas (ROCHE, 1990; TOMASEK et al., 2002; EYDEN, 2004).

Esta célula tem um papel fundamental no fendmeno de retracéo da ferida, e
sintese e secrecao de proteinas da matriz extracelular (EYDEN, 2001).

Os principais microfilamentos que compdem o citoplasma da célula
miofibroblastica contém actina e/ou desmina, e proteinas associadas a células de
musculo liso, sendo principalmente caracterizada pela presenca da isoforma a-
actina de musculo liso, tipicamente localizada nas células musculares lisas da
parede de vasos sanguineos (DARBY et al., 1990).

As actinas sao proteinas presentes somente nas células eucaridticas
envolvidas em diversas fungdes celulares incluindo contracdo muscular, motilidade,
adesdo e divisdo celulares, bem como, manutengdo da morfologia celular
(CHAPONNIER e GABBIANI, 2004). Em vertebrados, constitue uma familia de seis
proteinas, expressa em padrées especificos no desenvolvimento de cada tecido

(McHUGH et al., 1991).



Existem quatro isoformas restritas a tipos teciduais, como, «a-actina
esqueletal, a-actina cardiaca, a-actina de musculo liso e y-actina de musculo liso,
expressas respectivamente em musculos esquelético, estriado cardiaco,
musculatura lisa vascular e entérica (CHAPONNIER e GABBIANI, 2004).

A a-actina de musculo liso € um microfilamento (5-8 nm de diametro) que
compde o citoesqueleto de todas as células musculares lisas de mamiferos, células
mioepiteliais, e particularmente abundante em células musculares lisas de paredes
de vasos (DARBY et al., 1990; McHUGH et al., 1991), tendo uma importante funcao
contratil nestas células (CASELITZ et al., 1981), sendo considerada um marcador do
fenotipo miofibroblastico (VAUGHAN et al., 2000; HINZ et al., 2007). Esta também
presente em células conjuntivas como fibroblastos (DESMOULIERE et al., 1993;
ARORA e McCULLOCH, 1999; PREMDAS et al., 2001; KINNER et al., 2002) e

miofibroblastos (DARBY et al., 1990; HINZ et al., 2003, 2007).

Ultra-estruturalmente, estas células apresentam reticulo endoplasmatico
rugoso e complexo de Golgi bastante desenvolvidos, vesiculas de pinocitose,
juncdes do tipo “gap”, e uma disposicao organizada de feixes de miofilamentos de
actina localizados focalmente ao longo eixo da célula (fiboras de “stress”) ou se
ligando a dominios de fibronectina extracelular através de proteinas especializadas
de membrana (integrinas), caracterizando especializacées da membrana chamadas
de fibronexos (SCHURCH et al., 1998; EYDEN, 2001, 2004). Funcionalmente, este
sistema mecano-transdutor é capaz de transmitir as forcas geradas na matriz
extracelular (DUGINA et al., 2001), sendo importante no processo de reparacao
tecidual.

Ainda que controversa, a hipétese mais amplamente aceita na literatura sobre

a origem dos miofibroblastos é a partir de fibroblastos quiescentes, que uma vez



ativados, sintetizam abundante quantidade de cisternas de reticulo endoplasmatico
rugoso para producdo de matriz, e transducao de genes que codificam a transcricao
de miofilamentos de actina de musculo liso, importantes na contratilidade celular
(WELCH et al.,, 1990). O esquema da origem dos miofibroblastos esta
esquematizado na Figura 1.

Alliot-Licht et al. (2001) demonstraram a presenca de células positivas para a-
AML em cultura mineralizada de polpas dentarias humanas. Estas células
apresentavam, ultra-estruturalmente, numerosas fibras e fibronexos bem
desenvolvidos, bem como nucleo edentado e conexdes intercelulares do tipo “gap”,
caracterizando-as de miofibroblastos. Sugeriram que alguns fatores de crescimento
presentes no meio de cutlivo celular, combinados ou nédo a proteinas da matriz
extracelular, seriam responsaveis pela diferenciacdo de células pulpares em

miofibroblastos.

Para que ocorra a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos é
essencial a acao de citocinas e fatores de crescimento, representados pela familia
dos TGF (fatores de transformacgado de crescimento), particularmente do TGF-B1
(DESMOULIERE et al., 1993; DESMOULIERE, 1995; CHAPONNIER e GABBIANI,

2004).
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Figura1. Representagdo esquematica da transformagdo  fibroblasto-
miofibroblasto. Quatro estagios sédo identificaveis ultra-estruturalmente.
Observar que os estagios 3 (“midide” fiobroblasto) e 4 (miofibroblasto)
sdo compativeis através de microscopia de luz com a caracterizacao
de miofibroblastos positivos para actina de musculo liso. rER, reticulo
endoplasmatico rugoso; SLD, densidade linear submembrana; CSG,
granulos de secrecao de colageno.
Fonte: Eyden (2003).

2.3 Fator de transformacao do crescimento (TGF-B)

A superfamilia dos TGF-B inclui varios fatores de crescimento responsaveis
pela diferenciacdo e morfogénese celular em diferentes células e tecidos, tanto em
condicoes fisiolégicas como patoldgicas, através de receptores de superficie celular.

Sao representadas pelas seguintes subfamilias: TGF- (-1, -B2, -B3, -p4 e -B5);



activinas e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (KINGSLEY, 1994; REDDI,

1994).

O TGF-B1 é um regulador multifuncional do crescimento e diferenciagao
celular durante desenvolvimento e reparacdo, influenciando a sintese de
componentes da matriz extracelular, como colagenos, fibronectina, laminina e
glicosaminoglicanas (IGNOTZ et al., 1987; BORDER e NOBLE, 1994). Além disso, é
um importante modulador da sintese de receptores de membrana, as integrinas,
aumentando assim a interacédo célula-célula e célula-matriz (ROBERTS et al., 1988;

HEINO et al., 1989).

O TGF-B1 é provavelmente o fator de crescimento mais importante na
indugdo da AML (DESMOULIERE et al., 1993; DESMOULIERE, 1995; GREGOIRE e
LIEUBEAU, 1995; CHAPONNIER e GABBIANI, 2004). Desmouliere et al. (1993)
demonstraram que o TGF-B apresenta um importante papel na diferenciagao
miofibroblastica durante os fendmenos fibrocontrativos e cicatriciais, por regular a

expressao de AML nestas células.

Nos tecidos dentarios, € bem descrito na literatura o papel do TGF-B1 na
inducdo da matriz extracelular para a producao de dentina apds injuria tecidual
(SMITH et al., 1995; MELIN et al., 2000), bem como um papel imunossupressor na
resposta inflamatéria (D’SOUZA et al., 1998). Esta presente nos tecidos dentarios
em desenvolvimento, odontoblastos p6s-eruptivos, e dentina humana, indicando um
possivel papel deste fator de crescimento na formacao de dentina primaria (CAM et
al., 1990; D'SOUZA et al., 1990; VAAHTOKARI et al., 1991; FINKELMAN, 1992;

CASSIDY et al., 1997).



A expressao coordenada do TGF e seus respectivos receptores possui crucial
importancia na diferenciacao sequencial dos diferentes tipos celulares envolvidos na
formacdo do tecido pulpar, requerida nos processos patolégicos, tais como,
odontoblastos, células das linhagens neurais incluindo células de Schwann, e
células endoteliais. Além disso, o padrdo de expressao do TGF-B pode influenciar na

forma e tamanho do elemento dental (NAKASHIMA et al., 1998).

Sabe-se que o TGF-B1 induz a producdo de colageno tipo | na zona
odontoblastica/subodontoblastica, por regular a diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em odontoblastos (NAKASHIMA, 1992; TOYONO et
al., 1997; HU et al., 1998; SHIBA et al., 1998; TZIAFAS et al., 1998; SLOAN e
SMITH, 1999; MELIN et al., 2000; ABOUT e MITSIADIS, 2001; TZIAFAS, 2004).
Este processo de reparacao pulpar, apds uma injuria tecidual, e formacao de dentina
terciaria é influenciado também por proteinas presentes na matriz extracelular.

A tenascina e a osteonectina sao glicoproteinas presentes na matriz
extracelular dos tecidos conjuntivos e possuem fundamental importancia em mediar
a formacdo de matrizes de tecidos mineralizados (LUKINMAA et al.,, 1991;
MARTINEZ et al., 2000). Estdo presentes no tecido pulpar e sdo responsaveis pelas
potencialidades mineralizantes deste tecido (MARTINEZ et al., 2000; MARTINEZ e

ARAUJO, 2004).

2.4 Tenascina

A tenascina é considerada uma glicoproteina oligomérica multifuncional da
matriz extracelular, que dependendo da espécie possui pesos moleculares que

variam de 190 a 320 kD (SPRING et al., 1989).



O nome proposto para esta proteina nao implica tenascidade, mas combina
as palavras tendon (do latim tenere) e a associa com nascent (do latim nasci)
representando assim a sua localizagdo e expressao, respectivamente (CHIQUET-

EHRISMANN et al., 1986).

A tenascina € sintetizada em locais e tempos especificos durante o
desenvolvimento embrionario, mas tem sua presenca restrita nos tecidos adultos,
sendo também expressa em uma variedade de neoplasias malignas e processos de

cicatrizagcdo (BOURDON et al., 1983; MACKIE et al., 1987).

Quatro tipos de tenascina sdo bem descritos na literatura: tenascina-C
(presente em inumeros tecidos de desenvolvimento, incluindo sistema nervoso
central e periférico, bem como em tecidos cicatriciais e tumorais), tenascina-R
(especificamente no sistema nervoso central e periférico, principalmente na fase
embrionaria), tenascina-X (mais proeminente nas células musculares esqueléticas e
cardiacas) e tenacina-W (expressa principalmente nos tecidos d&sseos em
desenvolvimento e periésteo na fase adulta) (ERICKSON, 1993; CHIQUET-
EHRISMANN, 1995, 2004; CHIQUET-EHRISMANN e CHIQUET, 2003;

SCHERBERICH et al., 2004).

A tenascina-C desempenha um papel importante durante o desenvolvimento,
remodelacao tecidual e mesmo na patogénese de um grande numero de tecidos,
através da regulacdo da adesao celular e propriedades sinalizadoras das células.
Suas atividades funcionais podem ocorrer através da interagdo direta com
receptores da superficie celular, como integrinas, ou indiretamente através da
modulacao de outras proteinas da matrix extracelular - destacando-se a fibronectina

- € moléculas de adesao célula-célula (JONES, F. S. e JONES, P. L., 2000), sendo



classificada como uma proteina inibitéria da adesdo e espraiamento celular

(CHIQUET-EHRISMANN e CHIQUET, 2003; CHIQUET-EHRISMANN, 2004).

Na embriogénese, a tenascina-C estd intensivamente expressa no
mesénquima de orgaos em desenvolvimento tais como glandulas mamarias, dentes,
rins, cartilagem embrionaria, 0sso e sistema nervoso. No adulto a mesma fica restrita
aos pericdndrios, peridsteos, ligamentos, tendbes, jungdes miotendinosas e
musculos lisos. Muitos outros 6érgdos e tecidos tais como coracdo, musculo
esquelético e oOrgao epitelial geralmente ndao expressam a tenascina, ou a
expressam de forma ténue (BOURDON et al., 1983; CHIQUET-EHRISMANN, 1990;

MARTINEZ et al., 2000).

Porém, apesar de estar ausente de tecidos e orgaos ja desenvolvidos, a
tenascina-C esta fortemente expressa em diversas condicoes patoldgicas causadas
por infeccdo, inflamacédo (por exemplo, tecidos de granulacdo envolvidos no
processo de cicatrizacdo) ou tumorigénese (neoplasias malignas de origem epitelial
e mesenquimal) (CHIQUET-EHRISMANN e CHIQUET, 2003; CHIQUET-

EHRISMANN, 2004).

A expressdo da tenascina é célula tipo-especifica e pode ser induzida por
fibroblastos e células gliais com envolvimento de fatores de crescimento. Em muitos
sistemas experimentais tém-se mostrado que as células epiteliais secretam um ou
mais fatores de crescimento que estimulam os fibroblastos dos tecidos conjuntivos
adjacentes a sintetizarem e secretarem tenascina (ERICKSON e BOURDON, 1989;
CHIQUET-EHRISMANN, 1990). No caso de tumores epiteliais parece que ha
envolvimento do TGF-f (ERICKSON e BOURDON, 1989). Ainda, muitas outras

interleucinas e citocinas induzem a producao de tenascina in vitro, tais como a IL-1



(McCHAREN e LIGHTNER, 1992); IL-4, TNFa (RETTIG et al.,, 1994) e FGF

(CHIQUET-EHRISMANN, 1995).

E descrito na literatura que a manutengdo da expresssdo desta glicoproteina
em polpas dentarias adultas, sendo secretada por fibroblastos, esta associada com a
regulacdo da diferenciacdo celular envolvida na formacdo de matrizes de tecidos
mineralizados (THESLEFF et al., 1987; LUKINMAA et al., 1991; MARTINEZ et al.,

2000; MARTINEZ e ARAUJO, 2004), bem como, migragao e diferenciacéo celulares.

E também sintetizada por osteoblastos (MACKIE e RAMSEY, 1996) sendo
sugerida que sua expressao seja também estimulada por TGF- e desta forma a

tenascina-C pode agir como um mediador da neoformagéo éssea induzida por este

fator de crescimento (MACKIE et al., 1998).

Além dos fatores de crescimento, a sua expressao pode ser induzida por
esforcos mecanicos (CHIQUET-EHRISMANN et al.,, 1994; CHIQUET et al., 1996;
CHIQUET, 1999; JONES, F. S. e JONES, P. L., 2000; CHIQUET-EHRISMANN e
CHIQUET, 2003). Isto explica, por exemplo, porque no desenvolvimento de 6rgaos
tais como os dentes, o epitélio induz a expressao de tenascina nao sé por fatores de
crescimento, mas também porque as células dos tecidos subjacentes estao

submetidas a esforcos (CHIQUET-EHRISMANN et al., 1986).

Além de possuir um importante papel na organogénese dentaria, a tenascina
esta envolvida nos processos iniciais de osteogénese e condrogénese, assumindo
um papel importante na diferenciagdo de células mesenquimais formadoras de

tecidos duros (MACKIE et al., 1987; THESLEFF et al., 1988).



2.5 Osteonectina

Apesar de representar somente 2 a 3% do total de proteinas constituintes do
tecido 6sseo, a osteonectina é considerada a proteina ndo colagena mais abundante
presente na matriz Ossea, sendo responsavel pelas suas caracteristicas

mineralizantes (TERMINE et al., 1981; YOUNG et al., 1986).

A osteonectina € uma glicoproteina fosforilada cujo peso molecular varia entre
32 e 46 kD (FISHER e TERMINE, 1985), com alta afinidade a hidroxiapatita e ao

colageno | (TERMINE et al., 1981; INGRAM et al., 1993; ROBEY, 1996).

O nome proposto para esta proteina associa as palavras osteo (do grego 0sso)
e nectere (do latim ligante), representando assim a sua localizagdo e funcao,

respectivamente (TERMINE et al., 1981).

Por promover in vitro a deposicdo de minerais de calcio e fosfato sobre a
molécula de colageno |, sugere-se que a osteonectina possui um importante papel
na manutencdo da estrutura 6ssea contribuindo na estabilizacdo da molécula de
hidroxiapatita e na organizacdo da matriz de colageno, no processo de
mineralizacdo (TERMINE et al., 1981; OTSUKA et al., 1984; FISHER e TERMINE,
1985). Além disso, Bronckers et al. (1989) sugeriram que a osteonectina influencia
localmente a concentracdo de ions célcio durante o desenvolvimento embrionario e

0 processo de reparagao.

Isoladamente, a osteonectina ndo é capaz de promover a mineralizagdo; para
que ocorra a precipitacdo de ions célcio e fosfato, é imprescindivel a presenca da
molécula colageno tipo |. Ainda, Termine et al. (1981) sugeriram a competitividade

da osteonectina com outra glicoproteina da matriz extracelular, a fibronectina.



A osteonectina € sintetizada principalmente por osteoblastos ativos,
ostedcitos jovens e células osteoprogenitoras. E considerada um marcador de
diferenciacao celular dos osteoblastos, uma vez que ostedcitos quiescentes deixam

de expressar esta glicoproteina (JUNDT et al., 1987).

Diversos outros tipos celulares, incluindo fibroblastos de pele, tendao, esclera
(ROBEY e TERMINE, 1985), de ligamento periodontal (WASI et al., 1984), de polpa
dentaria humana (ABOUT e MITSIADIS et al., 2001; MARTINEZ e ARAUJO, 2004)
sintetizam a osteonectina em condi¢des in vitro, tendo um importante papel no
desenvolvimento e reparacao tecidual (WASI et al., 1984). Ainda, Young et al. (1986)
sugeriram que os tecidos nao mineralizados podem secretar a osteonectina in vivo,

porém, esta seria rapidamente degradada por digestao proteolitica.

Nos tecidos dentais, durante a odontogénese, a osteonectina esta presente
na pré-dentina e nos corpos celulares dos odontoblastos e seus prolongamentos,
desde o inicio do processo de dentinogénese. Na cementogénese, 0s
cementoblastos e cementocitos, bem como, os fibroblastos de ligamento periodontal
sintetizam esta proteina (REICHERT et al.,, 1992), estando ausente de todas as
células do epitélio interno e externo do 6rgdo do esmalte, ameloblastos, matriz de
esmalte e também de fibroblastos presentes no tecido gengival (TERMINE et al.,
1981; BRONCKERS et al., 1989; REICHERT et al., 1992; MARTINEZ e ARAUJO,

2004).



3 PROPOSICAO



O presente trabalho teve como objetivo avaliar:

e se o TGF-B1, in vitro, em diferentes concentragdes, aumenta a
expressao de a-AML em fibroblastos pulpares, comparando-se com fibroblastos de
gengiva humana, atraves de imunofluorescéncia e western-blotting;

e a influéncia de dois tipos de soro [soro fetal bovino (SFB) e soro fetal
de bezero (DCS)] na expressao da a-AML nas células tratadas com TGF-B1;

e as principais caracteristicas morfolégicas, através de microscopia
eletrdnica de transmissao (MET), das células cultivadas com os diferentes soros e
concentragcbes de TGF-f1, comparando-se o padrdo fibroblastico e o
miofibroblastico;

e aexpressao de duas proteinas da matriz extracelular relacionadas com
a mineralizacdo (tenascina e osteonectina), em ambos os fibroblastos (polpa e

gengiva), com e sem a estimulacao com TGF-$1.



4 MATERIAL E METODOS



4.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares de fibroblastos de polpa dentaria foram obtidas através
do cultivo primario de tecido pulpar de germes de terceiros molares em estado inicial
de formagéo radicular através da técnica de explant. Esses elementos dentarios
foram extraidos, por indicacdes ortoddnticas (Figura 2-A).

As linhagens celulares de fibroblastos de gengiva humana foram obtidas
através de fragmentos de gengiva inserida humana de pacientes submetidos a
cirurgia periodontal (Figura 2-B).

Estes tecidos foram utilizados para a pesquisa com o0 consentimento dos
pacientes e aprovacdo prévia do Comité de Etica em Pesquisa para Humanos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (protocolo n® 728) e nao apresentaram quaisquer

implicacdes, sendo aquelas inerentes aos procedimentos cirlrgicos.

4.2 Cultivo celular
O cultivo das células foi realizado no Laboratério de Cultivo Celular da

Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao
Paulo. Os procedimentos foram similares para ambas as linhagens celulares,
seguindo os mesmos procedimentos descritos por Martinez (2002).

As células foram cultivadas em meio de cultura de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA), suplementado com 10%
de soro e 1% de solugao antibiética-antimicética (Sigma), sendo mantidas em estufa
a 37°C, em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% de dioxido de carbono. Os
soros utilizados foram o soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e o

soro fetal de bezerro (DCS) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada).



Para manutencdo da viabilidade celular, todos os procedimentos foram
realizados em capela de fluxo laminar para manutencdo da esterilidade dos
materiais e das substancias utilizadas para o cultivo celular.

A monitorizagao do crescimento celular foi realizada a cada 24 horas utilizando-
se de microscépio invertido de fase, sendo feito a troca dos meios de cultivo dos
frascos a cada dois ou trés dias.

A partir da terceira passagem, os fibroblastos de polpa e de gengiva foram
plaqueados na densidade de 20000 células/poco (~110 células/mm?) e incubadas
com o TGF-B1 (Sigma), com doses variando entre 5 e 10 ng/ml, j& demonstrada
induzir a expressdo de a-AML em fibroblastos de mama (DESMOULIERE et al.,
1993). Apo6s 24 horas do plagueamento dos fibroblastos, 0 meio foi removido e as
células foram incubadas por 7 dias com o TGF-B1. Apbs este periodo, foram
realizadas as reacdes de imunofluorescéncia, a analise morfolégica através de
microscopia eletrbnica de transmissao (MET), bem como a semi-quantificacdo da
expressdao de a-AML em ambas as linhagens celulares com os diferentes soros e

concentragdes de TGF-B1.



Figura2.  Fotomicrografias de fase de culturas de (A) fibroblastos de polpa
dentaria humana (FP) e (B) fibroblastos de gengiva humana (FG).
Aumentos: A- X200; B- X200.



4.3 Imunofluorescéncia

Os fibroblastos de polpa e de gengiva, plaqueados nas laminulas de vidro,
foram fixados em metanol a -20°C por 5 minutos. Para o bloqueio da marcacao
inespecifica, as células foram incubadas em solucao de albumina bovina 1% (BSA)
(Sigma) em solucao tampao fosfato salina (PBS), por 30 minutos em temperatura
ambiente. Procedeu-se entdo a incubacao dos anticorpos primarios descritos na
Tabela 1. Ambas as linhagens celulares foram submetidas a marcacao ao anticorpo
anti-vimentina, proteina esta tipicamente expressa em células de origem
mesenquimal. Como controle negativo, as amostras foram incubadas com
imunoglobulina G diluida em PBS na mesma concentracéo dos anticorpos primarios.

Todos os procedimentos descritos foram precedidos de lavagens em PBS.

Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse biotinilado (Vector
Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA) para as células incubadas com a tenascina,
vimentina e a-AML, e anti-coelho (DAKO), para as células incubadas com a
osteonectina, seguido da incubacdo com o conjugado estreptavidina-fluoresceina
(Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA).

As montagens das laminulas, sobre as laminas de vidro, foram realizadas
utilizando-se meio de montagem Vectashield® com DAPI (4'-6-diamidino-2-
phenylindole) (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA).

As observagbes e fotomicrografias foram realizadas em epi-iluminagcdo em
microscépio de fluorescéncia Zeiss Axiophot, usando objetivas Plan Neofluor de 20x

e 63x e abertura numérica de 1,4.



Tabela 1. Anticorpos primarios utilizados, origem e procedéncia

Anticorpo Hospedeiro Procedéncia
Anti-tenascina humana camundongo Chemicon
Anti-osteonectina humana (policlonal)-LF37*  coelho Fisher et al., 1995
Anti-actina de musculo liso (Anti-a-AML) camundongo Dako
anti-vimentina (clone V9) camundongo Dako

*O anticorpo LF-37 foi gentilimente cedido pelo Prof. Dr. Larry W. Fisher (NIDR, NIH, Bethesda, USA).

4.4 Microscopia eletronica de transmissao

Para analise ultraestrutural em microscopia eletrbnica de transmissao, 0s
fibroblastos de polpa e de gengiva foram cultivados conforme os procedimentos de
cultivo celular descritos anteriormente em laminulas de poliestireno (Thermanox,
NUNC, NY, USA). Quando atingida a subconfluéncia, as células foram fixadas com
solucdo de glutaraldeido 0,1% e 4% de formaldeido em tampao cacodilato a 0,1M,
pH 7,4 por 2 horas, a temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas na
prépria solucdo tampao e pdés-fixadas com tetréxido de 6smio a 1%, por 1 hora.
Procedeu-se a desidratacdo dos espécimes em uma série crescente de etanol. As
amostras foram entao infiltradas e incluidas em resina Spurr. Os blocos obtidos
foram trimados e cortados em um micrétomo MICRON, com a utilizacao de facas de
vidro feitas com um "knife maker" LKB 7800-B. Os cortes semifinos foram montados
em laminas de vidro, corados em solucao alcodlica de azul de toluidina a 0,25% e
observados ao microscépio de luz. Selecionada a area, os blocos foram novamente
trimados, para a obtengédo de cortes ultrafinos, em ultramicrétomo Leica Ultracut R
(Leica Instruments, Nussloch, Alemanha) utilizando facas de diamante. Os cortes

foram coletados em telas de niquel de 200 ou 300 "meshes", recobertas com



pelicula de Parlodion e examinados em microscopio eletrdnico de transmissao JEM

1010 (Jeol USA Inc., Peabody, MA, USA) operando a 80kV.

4.5 Extracao e quantificacao de proteinas

Apbs a sub-confluéncia (70% da area cultivavel), o meio foi removido, as

células lavadas com PBS e colocadas sobre o gelo (4°C). Foi adicionado 0,5

ml/placa de tamp&o RIPA* (10 mM Tris HCI pH 7,5; 10mM desoxicolato de sodio;
1% Triton X-100; 150 mM NaCl; 0,1% dodecil sulfato de sédio (SDS), 2ug/ml
aprotinina, 2ug/ml pepstatina, TMm PMSF) e as células incubadas por 10 min nesta
temperatura sob agitacdo. O lisado foi centrifugado a 13200 rpm por 15 min e o

sobrenadante aliquotado e estocado a —80°C.

As proteinas do lisado foram quantificadas com o kit BCA Protein Assay Kit
(Pierce Biotechnology, Rockford, lllinois, USA) (Reagente B + Reagente A (1:50) +
25ul de amostra, analisados em ELISA). A quantificagdo foi realizada em um
aparelho de espectofotdmetro (ELX 800 Bio-Tek Instruments, Inc.) em placas de 96
pocos contendo 200ul de BCA, além de 25 pl de cada lisado ou BSA, nas
concentracdes indicadas pelo fabricante, para realizacdo da curva padrao. A leitura

foi realizada com filtro de 562nm.

4.6 Western-blotting

Foi feita a eletroforese seguindo o método SDS-PAGE, sendo feita eletroforese
a 110V por 180 minutos, em gel de acrilamida a 10% (Tabela 2). O padrao de peso
molecular utilizado foi o Kaleidoscope Prestained Standards (BioRad, Hercules,

California, USA).



Tabela 2. Constituicdo do gel 10% acrilamida com SDS (10X16 cm)

Gel de Separacao Gel de empilhamento
10% (total 20 ml) 5% (total 5 ml)

HoO 7,9 3,4
Acrilamida/bisacrilamida 30:1 6,7 0,83
Tampao de separacao 5,0
Tampao de empilhamento (4X conc.) - 0,63
10% SDS 0,2 0,05
10% persulfato de amédnio 0,2 0,05
Temed 0,010 0,007

A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose (Hybond;
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), foi feita por eletro-transferéncia umida em
aparelho especial (Hoefer miniVE, Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) com o tampao de transferéncia (48mM Tris-Base; 39mM
Glicina, 20% Metanol; pH 8,3) recomendado pelo fabricante. A transferéncia foi feita
com 30V por 180min.

Apoés a transferéncia, a membrana foi submetida a fase de bloqueio dos sitios
inespecificos com 5% de leite em p6 desnatado em TBST (10mM Tris, 15mM NaCl,
0,05% Tween 20; pH 7,4), por 2h em temperatura ambiente, sob agitacdo. Em

seguida, a solugao de blogueio foi removida lavando-se a membrana com TBST.

Os anticorpos utilizados foram anti-aAML (1:100; Dako, Glostrup, Dinamarca) e
anti a proteina constitutiva B-actina (1:5000; Santa Cruz, CA) diluidos em solugao de
bloqueio, por um periodo de incubacdao de 1 hora. Seguiram trés lavagens para
remocao do anticorpo nao-absorvido com TBST sob agitacdo e a temperatura
ambiente. Seguiu-se a incubacao do anticorpo secundario mouse (BioRad, Hercules,

CA) durante 1 hora.



A deteccao colorimétrica foi feita através do kit Opti 4CN (BioRad, Hercules,
Califérnia, USA). Uma parte do diluente concentrado Opti-4CN foi adicionada a nove
partes de agua deionizada. Foram utilizados 0,25ml para cada cm? da membrana.
Para cada 10ml do diluente preparado foi adicionado 0,2ml de substrato Opti-4CN,
misturando-se bem e colocando-os sobre a membrana. A membrana foi incubada no
substrato por até 30min, depois lavada em agua deionizada por 15min, e pronta para

documentagéao.

Utilizou-se o software de dominio publico NIH Image 1.37 (NIH, Bethesda,

MD, USA) para quantificagao relativa das proteinas.



5 RESULTADOS



5.1 Imunofluorescéncia

A) Actina de musculo liso (a-AML):

Os fibroblastos de polpa e gengiva foram positivos para a-AML, mesmo na
auséncia de TGF-B1 (Figuras 3 e 4- A a D). Quando observada a marcag¢ao do
nacleo com DAPI (azul), os fibroblastos pulpares apresentaram menos células
imunoreativas, se comparadas com os fibroblastos de gengiva, sendo encontrado o
mesmo padrdo de marcacdo para os dois tipos de soro (SFB e DCS).
Aproximadamente, 75% dos fibroblastos gengivais e 50% dos fibroblastos de polpa
foram positivos para a-AML.

Nas culturas de fibroblastos de polpa e de gengiva incubadas com 5ng/mL
TGF-B1, observou-se intensa imunomarcacao na quase totalidade das células para
a-AML, tendo o mesmo padrao para as células incubadas com ambos os soros (SFB
e DCS) (Figuras 3 e 4— E e F), bem como para as células tratadas com 7.5 e

10ng/mL de TGF-B (Figuras 3 e 4— G a J).



Figura 3.
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Imunomarcagao para a-actina de musculo liso (verde) e marcagao para
DNA (DAPI, azul) em fibroblastos de polpa (FP) (A, C, E, G, I) e
gengiva (FG) (B, D, F, H, J), incubadas com DCS. Notar a presenca de
numerosas células sem imunoreatividade para a-actina de musculo liso
quando nao tratadas com TGF-B (A a D). Ap6s o tratamento, nas
diferentes concentracées de TGF-f1 (E a J), pode-se observar forte
imunomarcacao para a-actina de musculo em ambas as linhagens
celulares. Epifluorescéncia, aumento X400.



Figura 4.
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Imunomarcagao para a-actina de musculo liso (verde) e marcagao para
DNA (DAPI, azul) em fibroblastos de polpa (FP) (A, C, E, G, I) e
gengiva (FG) (B, D, F, H, J), incubadas com SFB. Notar a presenca de
numerosas células sem imunoreatividade para a-actina de musculo liso
quando nao tratadas com TGF-B (A a D). Ap6s o tratamento, nas
diferentes concentracées de TGF-f1 (E a J), pode-se observar forte
imunomarcacao para a-actina de muasculo liso em ambas as linhagens
celulares. Epifluorescéncia, aumento X400.



B) Tenascina (TN):

Os fibroblastos pulpares apresentaram imunomarcacdao para a tenascina
independente da incubagcdo com TGF-B1, bem como, para os dois tipos de soro
(DCS e SFB), estando concentrada principalmente na regido perinuclear (Figura 5).

Nao houve imunoreatividade para a tenascina nos fibroblastos de gengiva,
mesmo com o tratamento com as diferentes concentragdes de TGF-B1 (dados néao

mostrados).

C) Osteonectina (ONEC):

Os fibroblastos pulpares apresentaram imunomarcacao para a osteonectina
independente da incubagcdo com TGF-B1, bem como, para os dois tipos de soro
(DCS e SFB), estando dispersa por todo o citoplasma, por vezes de forma
puntiforme, concentrada principalmente na regido perinuclear (Figura 6).

Como para a tenascina, ndo houve imunoreatividade para a osteonectina nos
fibroblastos de gengiva, mesmo com o tratamento com as diferentes concentracoes

de TGF-B1 (dados ndo mostrados).



DCS SFB
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Figura 5. Imunomarcacédo para tenascina (TN) (verde) e marcacdo para DNA
(DAPI, azul) em fibroblastos de polpa (FP) incubados com DCS (A, C,
E e G)eSFB (B, D, F e H), sem TGF-f1 (N) (A e B) e incubadas com
5ng (C e D), 7,5ng (E e F) e 10ng (G e H) de TGF-B1. Observar a
marcacao positiva em todo citoplasma celular, principalmente na regiao
perinuclear. Epifluorescéncia, aumento X400.
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Figura 6. Imunomarcacao para osteonectina (ONEC) (verde) e marcacao para
DNA (DAPI, azul) em fibroblastos de polpa (FP) incubados com DCS
(A, C,Ee G)e SFB (B, D, F e H), sem TGF- (N) (A e B) e incubadas
com 5ng (C e D), 7,5ng (E e F) e 10ng (G e H) de TGF-B1. Observar a
marcacao positiva em todo citoplasma celular, por vezes puntiforme,
principalmente na regido perinuclear. Epifluorescéncia, aumento X400.



D) Vimentina:

Ambas as linhagens celulares (fioroblastos de polpa e de gengiva),
independente do tratamento com TGF-1, e para os dois tipos de soro (DCS e SFB),
foram imunoreativas para a vimentina. A marcacao apresentou-se dispersa por todo

o citoplasma em forma de filamentos (Figuras 7 e 8).



Figura 7.

Imunomarcagéo para vimentina (verde) e marcagéo para DNA (DAPI,
azul) em fibroblastos de polpa (FP) (A, C, E e G) e gengiva (FG) (B, D,
F e H), incubados com DCS, sem TGF-B1 (N) (A e B) e incubados com
5ng (C e D), 7,5ng (E e F) e 10ng (G e H) de TGF-B1. Notar a
disposicao da vimentina em forma de filamentos por todo o citoplasma
celular. Epifluorescéncia, aumentos: A- X200; B a H- X400.



7,5ng
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Figura 8. Imunomarcacao para vimentina (verde) e marcacao para DNA (DAPI,
azul) em fibroblastos de polpa (FP) (A, C, E e G) e gengiva (FG) (B, D,
F e H), incubados com SFB, sem TGF-$1 (N) (A e B) e incubados com
5ng (C e D), 7,5ng (E e F) e 10ng (G e H) de TGF-B1. Notar a
disposicao da vimentina em forma de filamentos por todo o citoplasma
celular. Epifluorescéncia, aumentos: A- X200; B a H- X400.



5.2 Western-blotting

A analise semi-quantitativa por western-blotting demonstrou um aumento
significativo da expressao de a-AML em fibroblastos de polpa, quando tratados com
TGF-B1, independente da concentracdo utilizada, tendo padrées similares para
ambos os soros (DCS e SFB).

Para os fibroblastos de gengiva observou-se padrées diferentes da expressao
protéica de a-AML, para os diferentes soros, quando nao tratados com TGF-B1. Para
o DCS, observou-se forte expressao da a-AML, padrdo este mantido quando as
amostras foram tratadas com TGF-B1, independente da concentragcdo utilizada.
Contrariamente, quando os fibroblastos de gengiva foram incubados com SFB,
observou-se niveis baixos de expressdo de a-AML, porém com um aumento visivel
da expressao desta proteina quando tratadas com TGF-B1, mantendo-se o0 mesmo
padrao de expressao para todas as concentragdes de TGF-B1 (Figura 9).

Os dados demonstrados sao representativos da média da expressao de trés

casos, sendo a B-actina utilizada como controle da reagao.
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Figura9. Deteccao por western-blotting de a-AML em fibroblastos de polpa (FP)
e de gengiva (FG) nao tratados (N) e tratados com 5-10 ng/mL de TGF-

B1, em DCS e SFB. Grafico representativo da triplicata.



5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Os aspectos ultra-estruturais dos fibroblastos pulpares e de gengiva para
ambos os tipos de soros (DCS e SFB) estao representados nas Figuras 10 a 13.

Ambas as culturas celulares, sem o tratamento com o TGF-B1 e para os dois
tipos de soro (SFB e DCS), apresentaram tipicas células do tipo fibroblasto contendo
no seu citoplasma organelas de secrecdo e sintese de proteinas bastante
desenvolvidas, como o reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. Além
dessas organelas, apresentam numerosos vacuolos citoplasmaticos de natureza
lisossébmica. Algumas destas células exibiram, na sua periferia, alguns
miofilamentos, bem como, edentacdo de membrana nuclear, caracteristica tipica do
fendétipo miofibroblastico (Figuras 10 a 13- A e B).

Quando as células foram incubadas com as diferentes concentracées de
TGF-B1 e para ambos os tipos de soros, apresentaram comparativamente mais
edentacao de nucleo e miofilamentos dispostos na periferia da célula, préxima a
membrana plasmatica (fibras de “stress”), com areas focais de maior densidade, e

eventualmente acumulo de material extracelular (Figuras 10 a 13— C a F).



Figura 10. Micrografia eletronica de transmissao de fibroblastos de polpa (FP)
tratados com DCS sem TGF-B1 (N) (A e B) e com 5ng (C), 7,5ng (D) e
10ng (E e F) de TGF-B1. Em A, observa-se nucleo edentado (cabega
de seta) e miofilamentos na periferia da célula(m). Em B, observa-se
uma tipica célula do tipo fibroblasto com inumeras organelas de
secrecao e sintese, como o reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Em
C-F, pode-se observar miofilamentos na periferia da célula (m),
edentacdo de ndcleo (cabeca de seta), bem como, reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Aumentos: A- X4500, B- X20000, C-
X5000, D- X12000, E- X6000, F- X18000.



Figura 11.

Micrografia eletrénica de transmissdo de fibroblastos pulpares (FP)
tratados com SFB sem TGF-B1 (N) (A e B) e com 5ng (C), 7,5ng (D) e
10ng (E e F) de TGF-f1. Em A, observa-se miofilamentos (m) na
periferia da célula. Em B, observa-se uma célula tipo fibroblasto. Em C-
F, pode-se observar miofilamentos na periferia da célula (m) e
edentacdo de nucleo (cabeca de seta). Aumentos: A- X15000, B-
X13000, C e E- X8000, D- X27500, F- X14000.



Figura 12.

Micrografia eletrdnica de transmissao de fibroblastos de gengiva (FQG)
tratados com DCS sem TGF-1 (A e B) e com 5ng (C e D), 7,5ng (E) e
10ng (F) de TGF-B1. Em A, observa-se uma tipica célula do tipo
fibroblasto com inimeras organelas de secrecao e sintese, como o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Em B, observa-se nucleo
edentado (cabeca de seta). Em C-F, pode-se observar miofilamentos
na periferia da célula (m), edentagédo de nucleo (cabeca de seta), bem
como, uma regidao de contato intercelular (seta). Aumentos: A e E-
X10000, B e D- X12000, C- X14000, F- X15000.



Figura 13.

Micrografia eletrbénica de transmissao de fibroblastos de gengiva (FQG)
tratados com SFB sem TGF-B1 (N) (A e B) e com 5ng (C), 7,5ng (D e
E) e 10ng (F) de TGF-f1. Em A, observa-se miofilamentos (m) na
periferia da célula e organelas de secrecao e sintese, como o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Em B, observa-se organelas de
secrecao e sintese, como o reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Em
C-F, pode-se observar miofilamentos na periferia da célula (m) e
edentacdo de nucleo (cabeca de seta), bem como, uma regidao de
contato intercelular (seta). Aumentos: A- X15000, B e C- X8000, D e F-
X20000, E- X10000.



6 DISCUSSAO



Os resultados do presente estudo mostraram que o TGF-f1 aumentou a
expressao in vitro de a-AML em fibroblastos pulpares humanos, em todas as
concentragdes estudadas, com padrao similar para ambos os tipos de soro (SFB e
DCS). A a-AML expressou-se, em pequenas quantidades, em fibroblastos pulpares.
Entretanto, com a suplementacado do meio de cultura com TGF-1, independente da
concentragdao/dose utilizada, houve aumento consideravel da expressao a-AML,
demonstrado através de imunofluorescéncia e western-blotting, sugerindo-se que o
TGF-B1, em pequenas quantidades, pode induzir fibroblastos pulpares a adquirirem
o fendtipo miofibroblastico.

Diversas citocinas e fatores de crescimento exercem um papel fundamental
na modulacdo da diferenciagdo miofibroblastica. Em particular, o TGF-f1 induz in
vitro a expressdao de o-AML, e, portanto, caracteristicas contrateis em células
fibroblasticas (RONNOV-JESSEN e PETERSEN, 1996; SCHURCH et al., 1998). A
inducédo do fendtipo miofibroblastico por acdo do TGF-B1 ja foi demonstrado em
outros tipos celulares como fibroblastos de gengiva humana (PREMDAS et al.,
2001), células dermais (DESMOULIERE et al., 1993), bem como, células tronco
(“stem cells”) (KINNER et al., 2002).

Apesar dos fibroblastos pulpares serem o0s tipos celulares mais
predominantemente encontrados na polpa dentaria, a polpa dentaria € uma
importante fonte de células-tronco pluripotentes (GRONTHOS et al., 2000; MIURA et
al., 2003). Além disso, outros tipos celulares como células mesenquimais
indiferenciadas estao presentes, principalmente na zona subodontoblastica rica em
células (NANCI, 2003; ARANA-CHAVEZ e MASSA, 2004). A presenca destas

células é mais evidente na polpa coronaria, existindo, portanto, a capacidade de



diferenciacdo de novos odontoblastos para formacao de dentina reparativa, quando
ocorre injuria pulpar (KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

Diversos trabalhos in vitro tém demonstrado que células pulpares
indiferenciadas podem se diferenciar em células “odontoblast-like” quando ha
suplementacédo do meio de cultura com fatores indutores de mineralizacao tais como
acido ascérbico (COUBLE et al., 2000), B-glicerolfosfato (KASUGAI et al., 1988;
NAKASHIMA, 1992; KUO et al., 1992; COUBLE et al., 2000; ABOUT e MITSIADIS,
2001), e dexametasona (KASUGAI et al., 1993; ALLIOT-LICHT et al., 2005),
formando uma matriz extracelular mineralizada. No presente trabalho, ndo houve
adicdo destes fatores nas culturas de células estudadas, a fim de obtermos uma
linhagem celular homogénea de fibroblastos de polpa, sem a deposicao de matriz
mineralizada, ou morfologia colunar tipica de células odontoblasticas (COUBLE et
al., 2000). Além disso, os resultados em ultra-estrutura demonstraram que estas
células apresentaram morfologia semelhante aos fibroblastos gengivais com poucas
organelas de sintese e secrecao de proteinas.

Apesar de alguns estudos terem demonstrado que o TGF-f1 é o principal fator
responsavel pela diferenciacao de células pulpares em células “odontoblast-like” e,
portanto, na formagao de dentina reparativa (BEGUE-KIRN et al., 1992; MAGLOIRE
et al.,, 1992; SMITH et al. 1995; TZIAFAS et al., 1998; SLOAN e SMITH, 2007;
MELIN et al., 2000; ABOUT e MITSIADIS, 2001; LUCCHINI et al., 2002; LOPEZ-
CAZAUX et al., 2006), vale ressaltar que nos mesmos foi adicionado in vitro fatores
mineralizantes que permitem a diferenciacdo odontoblastica. No presente estudo,
nao se evidenciou a formacdo de nédulos mineralizados nas culturas de células
pulpares mesmo na presenca de TGF-B1, sugerindo que as células estudadas eram

fibroblastos de polpa, e mais uma vez confirmando a necessidade de fatores



mineralizantes para a indugéao de formacéo de matriz mineralizada independente da
presenca do TGF-f1 como ja demonstrado por Luisi et al. (2007).

O TGF-B1 aumentou a expressdo de o-AML nos fibroblastos de polpa,
independente do soro (DCS ou SFB) ou concentracao utilizados, apresentando
menos a-AML que os fibroblastos gengivais, nas culturas controles, principalmente
quando estas foram tratadas com DCS. Pode-se observar que a expressao da actina
nas células pulpares foi inicialmente fraca, para ambos os soros utilizados, com um
aumento consideravel quando o meio foi suplementado com TGF-B1, independente
das concentracbes utilizadas, sugerindo que esta citocina, mesmo em pequenas
quantidades, é suficiente para estimular a sintese de a-AML. Os mesmos resultados
foram observados em fibroblastos de mama (DESMOULIERE et al., 1993) e células
tronco adultas (KINNER et al., 2002).

Diferentemente, em fibroblastos gengivais cultivados com DCS e nao tratados
com TGF-B1, observou-se elevada quantidade de a-AML, comparavel quando
tratados com este fator de crescimento. Sugerimos que fatores de crescimento
presentes neste soro possam influenciar a expressdao de a-AML nos fibroblastos
gengivais e, portanto, a diferenciagdo miofibroblastica antes do tratamento com TGF-
B1, como ja demonstrado por Premdas et al. (2001) e Fang e Svoboda (2005). Além
disso, estes achados mostram a influéncia dos soros utilizados nos resultados
obtidos em experimentos in vitro de cultura celular, principalmente na expresséao de
proteinas (qualitativa ou quantitativamente), e, portanto, o cuidado na interpretacao
dos mesmos.

Nao se observou diferencas quantitativas significantes na expressao de a-AML
para as diferentes concentracdes de TGF-B1. E possivel que concentracdes de TGF-

B1 mais baixas que as utilizadas no presente estudo (5 ng/mL, 7.5 ng/mL e 10



ng/mL) sejam capazes de induzir a expressdao de a-AML de maneira dose-
dependente nas células estudadas, como evidenciado para os fibroblastos de
gengiva por Sobral et al. (2007). Os parametros de concentracoes e tempo de TGF-
B1 utilizado no presente estudo foram baseados nos trabalhos de Desmouliere
(1995).

Além disso, ultra-estruturalmente, ambas as linhagens celulares exibiram
feixes de miofilamentos dispostos paralelamente ao longo eixo da célula
principalmente proxima a membrana plasméatica (fibras de “stress”), bem como
nacleo edentado e organelas especializadas (reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi bastante desenvolvidos), que aumentaram na presenca do TGF-
B1, caracterizando-as de miofibroblastos (ALLIOT-LICHT et al., 2001; EYDEN, 2001,
2004; SCHURCH et al., 1998). Porém, estes resultados ultra-estruturais ndo foram
tao evidentes quanto os do western-blotting, sugerindo que o aumento da expressao
da a-AML nao é suficiente para refletir em mudangas morfoldgicas nas células
estudadas.

No presente trabalho, houve imunoexpressao para a tenascina e osteonectina
somente nos fibroblastos pulpares, independente da suplementacdo ou ndo do meio
com TGF-B1, tendo o mesmo padrao de expressao para ambos 0s soros estudados

(SFB ou DCS).

E descrito na literatura que a manutengao da expressido destas glicoproteinas
em polpas dentarias adultas, sendo secretada por fibroblastos, esta associada com a
regulacdo da diferenciacdo celular envolvida na formacdo de matrizes de tecidos
mineralizados (THESLEFF et al., 1987; LUKINMAA et al., 1991; MARTINEZ et al.,

2000; MARTINEZ e ARAUJO, 2004).



Por analogia aos fibroblastos do ligamento periodontal, que sado importantes
para o desenvolvimento e reparacdo deste tecido, podendo se diferenciar em
cementoblastos ou células “osteoblast-like”, expressando osteonectina in vitro (WASI
et al., 1984), os fibroblastos pulpares respondem a estimulos especificos podendo
se diferenciar em células semelhantes a odontoblastos (“odontoblast-like”), formando
a dentina reparativa (MARTINEZ e ARAUJO, 2004), confirmando os nossos achados
para a expressao desta glicoproteina nos fibroblastos pulpares.

Portanto, as células pulpares mesmo tendo adquirido o fendtipo
miofibroblastico, sugerido pelo aumento da expressao da a-AML e caracteristicas
morfolégicas ultra-estruturais, estas células ndo deixam de produzir proteinas da
matriz responsavel pelas carateristicas mineralizantes deste tecido, pois € mantida a
expressao da TN e ONEC.

Em fibroblastos gengivais, ndo houve imunoexpressdo da tenascina mesmo
com a suplementagédo do meio de cultura com TGF-B1. A expresséo da tenascina-C
em células do tipo fibroblasto é induzida por diversas citocinas e fatores de
crescimento pro- e anti-inflamatérios, sendo considerada um marcador molecular de
inflamacao aguda (CHIQUET-EHRISMANN et al., 2003). Porém, a sua inducgao,
especificamente por TGF-B1, é moderada e varia consideravelmente entre os
fibroblastos de diferentes origens (PEARSON et al.,, 1988; RETTIG et al., 1994;
CHIQUET-EHRISMANN et al., 2003). Isto explica o porqué fibroblastos de gengiva
ndo expressaram a tenascina, mesmo quando incubados com as diferentes
concentragdes de TGF-B1 confirmando a hipbétese que fibroblastos de polpa e
gengiva apresentam fungdes diferentes, e que fatores de crescimento como o TGF-

B1 ndo modificam o fenotipo das mesmas.



Assim como para a tenascina, nao houve imunoexpressdo da osteonectina
em fibroblastos gengivais, mesmo com a suplementagdo do meio de cultura com
TGF-B1 e os dois tipos de soro.

Em concordancia com trabalhos prévios (REICHERT et al., 1992; MARTINEZ
e ARAUJO; 2004), os fibroblastos gengivais ndo expressaram a osteonectina,
demonstrando que esta glicoproteina, assim como a tenascina, ndo é um
componente da matriz extracelular do tecido gengival. Além disso, mesmo ocorrendo
uma injuria, estas células ndo se diferenciariam, em condi¢oes fisiolégicas, em
células formadoras de tecidos duros (GIANNOPOULOU e CIMASONI, 1996), como
ocorre com as ceélulas pulpares (FP).

Apesar de alguns trabalhos (WRANA et al.,, 1991) terem demonstrado a
imunoexpressdo da osteonectina em fibroblastos de gengiva, com e sem a
suplementacdo com TGF-B1, vale ressaltar que nos mesmos as células foram
cultivadas com o meio a-MEM, que ja contém acido ascérbico, um dos indutores de
mineralizacdo, associado a ascorbato de sdédio, tendo, portanto a possibilidade da
mudanca do fenétipo celular e expressdo de proteinas de matriz reponsaveis por
caracteristicas mineralizantes nos tecidos. No presente trabalho, as células foram
cultivadas com o meio DMEM sem adicdo de qualquer fator mineralizante, a fim de
obtermos uma linhagem celular homogénea de fibroblastos de gengiva (FG).

A vimentina esteve imunoexpressa nas células estudadas, independente da
suplementacdo do meio com TGF-f1 e para ambos os soros estudados (SFB e
DCS). Todos os tipos celulares em condigdes in vitro, independentemente do tecido
de origem, expressam a vimentina, sugerindo-se que este filamento intermediario
favorece o crescimento em cultura celular, uma vez que as células estao livres das

restricées tridimensionais, como nos tecidos vivos (LAZARIDES,1982; QUAX et al.,



1983), apresentando uma funcao estrutural importante, e manutencédo da morfologia

celular.

No presente estudo, apesar da inducdo da expressdo de microfilamentos de
a-AML com a suplementacdo do meio com TGF-B e, portanto, do fendtipo
miofibroblastico, houve manutencado da expressao de filamentos intermediarios de
vimentina nas células estudadas. A vimentina esta presente em todas as células de
origem mesenquimal, como fibroblastos (ALBERTS et al, 2002) estando
abundantemente expressa em células que recebem esfor¢cos mecanicos (SAPPINO
et al.,, 1990; MARKL, 1991). Porém, a sua expressao em ambos os fibroblastos nas
culturas estudadas pode estar relacionada ao seu papel estrutural, uma vez que
nenhuma forga fora aplicada nas culturas celulares. Além disso, no caso das células
que adquiriram o fenotipo miofibroblastico sob influéncia do TGF-f1, a manutengao
da expressao da vimentina era esperada, ja que esta proteina estd normalmente
expressa em células ricas em a-actina de musculo liso, como as células mioepiteliais

(EYDEN, 2003), bem como em tumores mioepiteliais (FURUSE et al., 2006).

Desta forma, os resultados apresentados demonstraram a influéncia in vitro
do TGF-p1 em fibroblastos de polpa e de gengiva humanos na indugao
miofibroblastica, através do aumento da imunoexpressao de a-AML bem como,
caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais das células cultivadas. No entanto,
novos estudos se fazem necessarios para o melhor entendimento da participacéo

desta proteina no metabolismo pulpar e gengival.



7 CONCLUSOES



Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

e o TGF-B1, in vitro, em todas as concentracdes estudadas, aumentou a
expressao de a-AML em fibroblastos pulpares;

e 0 padrdo de expressao da a-AML foi semelhante em fibroblastos de
polpa tratados com ambos os soros estudados (SFB e DCS) e fibroblastos de
gengiva tratados com SFB;

e em fibroblastos de gengiva, cultivados com DCS, a expressao basal de
a-AML foi comparavel a quando houve tratamento com as diferentes concentracdes
de TGF-B1;

e as caracteristicas ultra-estruturais das células cultivadas com os
diferentes soros e concentragdes de TGF-B1 sugerem a indugcdo do fenétipo
miofibroblastico;

e a tenascina e a osteonectina estiveram presentes somente em
fibroblastos de polpa, independente da estimulacdo com TGF-B1 ou soro estudado;

e a vimentina esteve imunoexpressa no citoplasma dos fibroblastos de

polpa e gengiva, para ambos os soros e suplement¢cdo ou nao do meio com TGF-

B1.
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