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RESUMO

As Teneurinas (TENs) sdo constituidas por quatro proteinas homologas (teneurina 1 a 4),
descritas inicialmente em mamiferos. As TENs apresentam similaridade com uma proteina da
matriz extracelular denominada tenascinas. Deste modo, as TENs apresentam expressiao
principalmente durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. Interessantemente, a
expressdao das TENs ¢ preservada ao longo das espécies. Estudos anteriores apontam que sua
expressdo também pode ser observada em tecidos ndo neuronais, principalmente durante a
morfogénese de alguns 6rgdos e tecidos. Alguns estudos relataram a expressao das TENs na
regido anterior de embrides de aves e ratos, sugerindo um possivel papel dessa familia no
desenvolvimento orofacial. O presente estudo ¢ uma analise detalhada da distribui¢do dos
quatro membros da familia das TENs (TEN1-4) em tecidos e 6rgaos da regido orofacial de
roedores através de técnicas de imuno-histoquimica. Portanto, ratos em diferentes estadios de
desenvolvimento orofacial foram utilizados para avaliar a participagdo de TENs no
desenvolvimento do territorio orofacial. A andlise imuno-histoquimica das TENs também foi
realizada durante a regeneragdo do complexo polpa-dentina, em particular, no comportamento
dos odontoblastos frente uma lesdo experimental dos molares de ratos. Além disso,
analisamos a expressdao das TENs na polpa dentaria humana através de métodos de RT-PCR e
imuno-histoquimica convencionais. Os dados mostraram que a imunorreatividade da TEN2
estd presente nos odontoblastos durante sua diferencia¢do, e esta se manteve presente nos
dentes maduros. Mostraram também que a TENI1 ¢ discretamente expressa durante a
diferenciagdo dos odontoblastos. A imunorreatividade da TEN2 nos odontoblastos foi
modulada pela inflamag¢do da polpa. Expressdo génica e métodos imuno-histoquimicos
confirmaram a presenga de TEN2 na polpa dentaria humana. Em conclusdo, o presente estudo
¢ o primeiro a confirmar a presenca de TEN2 em odontoblastos de ratos € humanos. Além
disso, a TEN2 pode ser modulada nos odontoblastos pelo processo de inflamacao induzida em

dente molar de ratos.

Palavras-chave: Ratos. Odontoblastos. Imuno-histoquimica. Polpa dentaria.



DIAS, CA. Teneurin distribution in the rat orofacial region during embryonic and
postnatal development. 2015. 56 f. Final course assignment (Bachelor) — School of

Dentistry, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2015.
ABSTRACT

Teneurins (TENs) are constituted by four homologous proteins (teneurin 1 to 4), initially
described in mammals. TENs are similar to proteins of the extracellular matrix denominated
tenascins. Thus, TENs are expressed mainly during central nervous system development.
Interestingly, TEN expression is preserved throughout species. Previous studies pointed out
that her expression can also be noted in non-neural tissues, primarily during the
morphogenesis of some organs and tissues. Some studies have reported the expression of
TENSs in the anterior region of chicken and mice embryos, suggesting a possible role of this
family in orofacial development. The present study is a detailed analysis of the distribution of
the four family members of the TENs (TEN1-4) in tissues and organs of the orofacial region
of rodents through immunohistochemical techniques. Therefore, rats at different orofacial
development stages were used to assess the participation of TENs in the development of the
orofacial territory. Immunohistochemical analysis of TENs was also performed during
regeneration of the dentin-pulp complex, particularly the behavior of odontoblasts during
experimental injury in rat molars. Furthermore, we analyzed TENs expression in human
dental pulp through immunohistochemical and conventional RT-PCR methods. The data
showed that TEN2 immunoreactivity is present in odontoblasts during differentiation, and this
remained present in mature teeth. Showed also that TENI1 is discretely expressed during
odontoblast differentitation. TEN2 imunoreactivity in odontoblasts was modulated by pulp
inflammation. Gene expression and immunohistochemical methods confirmed the presence of
TEN2 in human dental pulp. In conclusion, the present study is the first to confirm the
presence of TEN2 in rat and human odontoblasts. In addition, TEN2 can be modulated in

odontoblasts by inflammation process induced in rat molar tooth.

Keywords: Rats. Odontoblasts. Immunohistochemistry. Dental pulp.
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1 INTRODUCAO

A morfologia e a diferenciagdo dos organismos multicelulares sdo eventos
regulados, coordenados e dependentes da interacdo célula-célula e célula-matriz extracelular
(CHIQUET-EHRISMANN, 2004; TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN, 2006). Esta
interagdo ¢ crucial para o desenvolvimento destes organismos sendo constatada a importante
participagdo de proteinas do tipo transmembrana na regulacao destes eventos. Inseridas nesta,
uma nova familia de proteinas transmembrana foram caracterizadas, denominadas de

teneurinas (TENs) (TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN, 2006).

As TENs sdo compostas por quatro membros (teneurina 1 a 4) e, foram descritas
inicialmente em mamiferos em 1999, por estarem relacionadas as proteinas da matriz
extracelular denominadas de tenascinas (ten) e apresentarem intensa expressao no sistema
nervoso central (neurinas) (MINET et al., 1999; OOHASHI et al., 1999). Portanto, uma vez
que esta familia de proteinas transmembrana possui homologia com as tenascinas e estd
localizada preferencialmente no sistema nervoso central, foi estabelecida a denominagao
teneurinas (TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN, 2006). Interessante que esta familia de
proteinas apresenta-se conservada ao longo das espécies sendo que em todos os organismos
estudados notou-se sua expressao principalmente durante a morfogénese (TUCKER;

CHIQUET-EHRISMANN, 2006).

As moléculas das TENs sdo classificadas como proteinas transmembrana do tipo
II por apresentarem terminal carboxila e amino com orientagdo extracelular e intracelular,
respectivamente (Figura 1). Apresentam em sua composi¢do aproximadamente 2500 a 2800
aminodcidos e peso molecular de 300 kDa. O dominio extracelular ¢ constituido por 2300
aminoacidos com varios residuos com afinidade a moléculas da matriz extracelular sendo que
este dominio apresenta elevada identidade entre as TENs de vertebrados e invertebrados,
evidenciando sua conservacdo ao longo das espécies (MINET; CHIQUET-EHRISMANN,
2000; TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN 2006; TUCKER et al., 2007, 2012). Além disso,
foi verificado que a regido carboxi-terminal das TENs apresenta capacidade de dimerizagdo,
apds serem transportadas para a membrana plasmatica; sugerindo a complexidade funcional
na qual as TENs podem estar envolvidas devido a formagdo de varias moléculas a partir de

um conjunto limitado de genes (FENG et al., 2002; LOVEJOY et al., 2006).
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Figura 1 - Modelo estrutural esquematico das proteinas teneurinas ilustrando a constituicio e a

organizacio dimérica

A N-terminal C-terminal

: _ sitio de clivagem
repeticoe: YD
Scquéncia

FGF THTTITTHTITTTTTITTITI
VIN 0

TaYh
¥
F\f\/,\/ regiﬁo
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plasmatica
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Fonte: Adaptada de LOVEJOY et al., 2006.

Entre as fungdes atribuidas as TENs podemos citar a participagdo na interagao
homofilica entre células, orientacdo axonal, proliferacdo celular e regulagdo da transcri¢dao
génica (BAGUTTI et al., 2003; KINEL-TAHAN, 2007; LEAMEY et al., 2008; NUNES et
al., 2005; RUBIN et al.,, 2002; TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN, 2006; YOUNG;
LEAMEY, 2009). Esta regulacao génica ¢ possivel uma vez que as TENs possuem dominios
intracelulares que sao clivados frente a estimulos extracelulares comportando-se como fatores
de transcricdo para outros genes (BAGUTTI et al., 2003; NUNES et al., 2005). Assim sendo,
o dominio intracelular da teneurina pode interagir com componentes do citoesqueleto através
de sua interagdo com uma proteina adaptadora denominada de CAP/ponsina, proteina
citoplasmatica que se liga ao citoesqueleto durante a interagdo intercelular (NUNES et al.,
2005). Em prosseguimento, o dominio intracelular da teneurina sofre protedlise e interage

com uma segunda classe de proteinas ligantes citoplasmaticas de a¢do nuclear denominadas
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de MBDI1 (proteina 1 com dominio para ligacdo metil-CpG nuclear) ou zic (“zinc-finger
transcription factor”), as quais tém atividade regulatéria da transcrigdo génica (BAGUTTI et

al., 2003; NUNES et al., 2005).

O gene da teneurina tem sido sequenciado e quatro homodlogos tém sido
caracterizados em vertebrados, assim como seus respectivos transcritos, denominados de
TEN1, TEN2, TEN3 e TEN4 (TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN, 2006). Um dado
interessante ¢ que o gene da TENI1 esta localizado na regido Xq25 que estd envolvida na
Sindrome do X-fragil (BUERVENICH et al, 2001). Além disso, outras anormalidades
mentais associadas a dismorfologias facias e dos membros tém sido mostradas em
translocagdes e trissomias envolvendo o locus 5q34 que aloja o gene da TEN2 (DUBOVSKY
et al.,1994; VIK; YATHAM, 1998). Estes dados sugerem importante papel funcional desta
familia no que se refere a neurogénese e organogénese. Porém, é notado que a maioria dos
trabalhos de distribui¢do das TENs enfocam a distribuicdo no sistema nervoso central (SNC)
que ¢ o maior sitio de expressdo porém, alguns trabalhos citam a distribuicdo na regido
orofacial de camundongos e aves principalmente na fase embrionaria (BEN-ZUR et al., 2000;
MINET et al., 1999; OOHASHI et al., 1999; RUBIN et al., 1999, 2002; TUCKER et al.,
2001; ZHOU et al., 2003).

Em camundongos a distribuicio do RNAm para TEN3 e TEN4 no estagio
embriondrio E12.5 foi observada no epitélio nasal, epitélio da cornea, retina e lingua (BEN-
ZUR et al., 2000). Interessantemente, embrides de camundongos mutantes para TEN4 nos
estagios E6.5 a E17 apresentaram defeitos no padrdo de formagdo, sobrevivéncia e
proliferagdo celular durante a formagao do tubo neural e organogénese, sugerindo importante
participacdo das TENs no desenvolvimento (LOSSIE et al., 2005). Em aves no estagio E21 o
RNAm para TEN2 foi verificado nos arcos branquiais, sendo expressiva a distribui¢do no
mesénquima craniofacial. Esta expressao foi realgada no estagio E27 na regido da face em
desenvolvimento com sinal de expressio da TEN2 nos processos maxilar e mandibular
(TUCKER et al., 2000, 2001). Desta maneira, estes resultados sugerem a participagao das
TENs no desenvolvimento embrionario favorecendo a organizagdo tecidual em territdrios

craniofaciais.
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Um estudo demonstrou que a TEN3 ¢ necessaria para o desenvolvimento
estrutural e funcional de algumas células da retina como células ganglionares da retina
(RGC), células amacrinas e nos neurdnios tectais pos-sindpticos as RGC em peixes; sugerindo
um papel na orientacdo das interacdes sinapticas no sistema visual (ANTINUCCI et al.,
2013). Neste mesmo estudo, a diminuicdo (“knockdown”) da expressdao do gene da TEN3
produziu alteracdes na morfologia dos axonios e dendritos das RGCs na camada nuclear
interna da retina. Outros trabalhos que mencionam a participacdo da TEN3 na via visual
mostraram que ela possui um papel importante no mapeamento neuronal da retina ao coliculo
superior do lado ipsilateral (DHARMARATNE et al.,, 2012) portanto, controlando a
orientacdo do axonio da retina para o nucleo geniculado lateral dorsal (MERLIN et al., 2013).
Também foi verificado que ha expressdo da TEN2 na retina, nicleo geniculado lateral dorsal,
coliculos superiores e cortex visual priméario durante o desenvolvimento de ratos,
complementando as informagdes sobre a expressio da TEN3; sugerindo que ambos os
membros das TENs sdo importantes no processamento da informag¢do visual (YONG et al.,
2013). Além disso, tem sido demonstrado que a TEN3 também ¢ importante para a
estruturacdo da via olfatoria, pois orienta as combinagdes especificas entre os axdnios dos
neurdnios receptores olfatorios e dendritos das projecdes neuronais (parceiros sinapticos)

através da atragcdo homofilica (HONG et al., 2012).

Recentemente, um trabalho mostrou a expressio da TEN4 em é&rea de
condensagdo mesenquimal em fémur de ratos no estdgio embrionario E13.5 (SUZUKI et al.,
2014). Entretanto, essa expressdo encontrou-se diminuida na placa de crescimento do fémur
no estdgio embrionario E18.5. Os resultados do estudo sugerem que a TEN4 suprime a
diferenciagdo condrogénica e regula a expressdo e ativagao das chaves moleculares para

condrogénese (SUZUKI et al., 2014).
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2 OBIJETIVOS

O objetivo deste projeto de pesquisa foi analisar a distribuicdo dos membros da
familia das TENs (TEN1-4) em tecidos orofaciais de ratos em diferentes fases de
desenvolvimento através da técnica de imuno-histoquimica, baseando-se no fato de estudos
relatarem a presenga desta familia de proteinas, através da expressao do RNAm, na regido
anterior (cranial) de embrides de aves e roedores. Também analisamos a imunorreatividade
das TENs (TEN1-4) em molares de ratos adultos, durante lesdo do complexo polpa-dentina,
através da técnica de imuno-histoquimica. Além disso, a presenga de TENs foi avaliada em
polpa dentaria humana, através dos métodos imuno-histoquimicos e de RT-PCR

convencional.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e obtenc¢ao dos cortes histologicos

Foram utilizados ratas Wistar que foram colocadas para cruzamento (duas ratas
por rato) as 18:00 horas, sendo que as mesmas foram analisadas no dia seguinte as 7:00 horas
a fim de averiguar a presenca de “plug” vaginal. As ratas positivas a presenca do “plug”
vaginal foram separadas em gaiolas individuais, sendo considerado dia 0 de gestacdo. A partir
desta data, foram estabelecidos os dias de sacrificio das ratas para coleta dos embrides (15, 17
e 20 dias de vida i.u.). As demais ratas foram mantidas para a gestacdo final e nascimento da
ninhada, sendo coletadas as amostras dos animais com 0, 5 ¢ 7 dias de vida pos-natal.

Todos os animais foram mantidos no periodo experimental na sala de
experimentacdo localizada no Setor de Morfologia do Departamento de Ciéncias Bésicas sob
o ciclo claro-escuro de 12-12 horas, temperatura ambiente de 22+2°C e com acesso a agua e
ragdo livre. O protocolo experimental seguiu os Principios Eticos da Experimentagdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Depois de constatado o acasalamento foi acompanhado os estidgios de
desenvolvimento embrionario de 15, 17 e 20 dias (E15, E17 e E20) das ratas progenitoras
seguindo os sacrificios dos embrides nestes estagios. O sacrificio das ratas progenitoras foi
realizado com dose excessiva de anestésico através da inje¢do intramuscular de pentobarbital
(100mg/kg) e em seguida os embrides de cada estdgio foram removidos e decapitados. Os
animais do grupo pods-natal foram submetidos ao sacrificio nos periodos de zero, cinco e sete
dias de vida (PO, P5 e P7), ap6s anestesia com cloridrato de cetamina e xilazina e em seguida
decapitados. As cabegas dos embrides e ratos recém-nascidos permaneceram em solugdo
fixadorora (paraformoldeido 4% em PBS a 0,1M; pH 7,4) por 24 horas (embrides) e 48 horas
(recém nascidos) , seguido de descalcificagio em EDTA 10% em PBS a 0,1M, durante 3 a 10
dias, seguido de lavagem em agua corrente por 12 horas e lavagens finais em PBS.

Apos a descalcificagdo, as amostras foram processadas em parafina obtendo cortes
de 5 um que foram estocados a temperatura ambiente. Para o processamento em parafina, as
seguintes etapas foram seguidas: a) lavagem em &4gua corrente; b) lavagem em PBS; c)
desidratacdo em série crescente de alcoois (70-100° — 40 minutos cada banho em sistema de
vacuo); d) alcool-xilol (40 minutos) em sistema de vacuo; e) xilol I-III (40 minutos cada

banho) em sistema de vacuo; f) parafina I-III (40 minutos cada banho) em estufa 56°C sob
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controle microprocessado; g) inclusdo e emblocamento; h) seccionamento com 5 pum em
microtomo automatico Leica (RM2155, Leica Microsystems Inc.).

ApoOs a microtomia das amostras, os cortes histoldgicos foram submetidos a
técnica de imuno-histoquimica, pelo método da imunofloréscencia e, em seguida ao método
da imunoperoxidase indireta para identificagdo da TEN1-4. Os protocolos utilizados para os

métodos de imunofluorescéncia e imunoperoxidase sao descritos a seguir.

3.2 Técnica de imuno-histoquimica

3.2.1 Método de imunofluorescéncia

Inicialmente os cortes histologicos foram montados em ldminas e submetidos as
seguintes etapas: A) Desparafinizacdo, os cortes histoldgicos montados em laminas foram
mantidos em estufa por um periodo de 30 minutos a 56°C e, submetidos a uma sequéncia de
banhos em xilol I-III, durante cinco minutos cada passagem; B) Desidratacao, alcool 100%
por dois minutos, dlcool 95% por dois minutos e alcool 70% por dois minutos. C) Lavagens,
seguiu-se uma sequéncia de trés lavagens em PBS (0,1M, pH 7,4), PBS/Triton (PBS 0,1M
acréscido de 0,03% de triton X-100), seguido por PBS 0,1M, durante cinco minutos cada
passagem; D) Recuperagdo antigénica, os cortes em laminas foram tratados em calor imido
em camara pressurizada (Decloaking Chamber — Biocare Medical, CA, USA), empregando
solugdo de 1% de tampao citrato (100x Citrate Buffer, pH 6,0, Spring Bioscience, CA, USA);
E) Resfriamento: os recipientes foram retirados da camara pressurizada e passaram por
resfriamento em temperatura ambiente por um periodo de uma hora e trinta minutos; F)
Lavagens, como descrito anteriormente na etapa C; G) Bloqueio das marcagdes inespecificas,
através da incubagdo dos cortes em PBS/Triton, acrescido de 5% de leite em p6 desnatado,
durante duas horas em temperatura ambiente; H) Lavagens, como descrito anteriormente na
etapa C; I) Bloqueio das marcagdes inespecificas, através da incubag¢do dos cortes em
PBS/Triton, acrescido de BSA (albumina de soro bovina, SIGMA, CA, USA), durante duas
horas. J) incubagdo em anticorpo primario (TENI1, 1:100, ABNO-H00010178-A01,
ABNOVA, Taipei, Taiwan/ TEN2, 1:100, sc-165674, N-13, Santa Cruz Biotechnology CA,
USA/ TEN3,1:250, sc-136918, P-12, CA, USA/ TEN4, 1:500, sc-134883, H-50), durante 24
horas a 4°C; K) Lavagens, como descrito anteriormente na etapa C; L) Incubacdo em

anticorpo secunddario biotinilado (1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), diluido em
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PBS/Triton, durante uma hora a temperatura ambiente; M) Lavagens, como descrito
anteriormente na etapa C; N) incubagdo em Cy3-Estreptavidina (1:500, Jackson
Immunoresearch, PA, USA), durante uma hora; O) Lavagens, como descrito anteriormente na
etapa C; P) contra-coloragdo com DAPI, segundo orientagdes do fabricante (TR-100-FJ
BIOSENSIS, CA, USA); Q) Lavagens, como descrito anteriormente na etapa C; R)

montagem com meio de montagem aquoso a base de glicerol e laminulas de vidro.

3.2.2 Método de imunoperoxidase indireta

Para tal propdsito, os cortes histologicos foram submetidos ao método de
imunoperoxidase; entretanto, inicialmente foi realizada a recuperacdo antigénica (etapas A-F,
citadas na pagina anterior), seguindo as seguintes etapas: A) Lavagens, seguiu-se uma
sequéncia de trés lavagens em PBS (0,1M, pH 7,4), PBS/Triton (PBS 0,1 M acrescido de
0,03% de triton X-100), seguido por PBS 0,1M, durante cinco minutos cada passagem; B)
inibi¢do da peroxidase enddégena em solugdo de PBS/Triton, acrescido de 0,3% de H202; C)
Lavagens, empregando solu¢do de PBS, até que ndo haja mais bolhas no tecido; D) Inibi¢ao
da avidina-biotina endogena, através da incubacdo inicial em soluc¢do de avidina/PBS durante
30 minutos, seguida de lavagens em PBS e, bloqueio final com biotina endégena durante 30
minutos (avidin/biotin kit blocking, Invitrogen, CA, USA); E) Lavagens, como descrito
anteriormente na etapa A; F) bloqueio das marcagdes inespecificas, através da solucao
contendo PBS/Triton acrescido de 5% de leite em p6 desnatado, durante 1h; G) Lavagens,
como descrito anteriormente na etapa A; H) bloqueio das marcagdes inespecificas em
PBS/Triton acrescido de 3% de soro normal de burro (Jackson ImmunoReserch, PA, USA),
durante 24h; I) incubagdo no anticorpo primario diluido em solu¢do PBS/Triton, acrescido de
2% soro normal de burro, além de um dos anticorpos primérios anti-TEN (TENT1, 1:500,
ABNO-H00010178-A01, ABNOVA, Taipei, Taiwan/ TEN2, 1:500, sc-165674, N-13, Santa
Cruz Biotechnology CA, USA/ TEN3,1:500, sc-136918, P-12, CA, USA/ TEN4, 1:1000, sc-
134883, H-50Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), durante 24hs a temperatura ambiente; J)
Lavagens, como descrito anteriormente na etapa A; K) Incubacdo com anticorpo secundario
biotinilado especifico (1:800, vector Laboratories, CA, USA), durante lh a temperatura
ambiente; L) Lavagens, como descrito anteriormente na etapa A; M) Incubac¢dao em solugao

do complexo avidina-biotina (1:100, ABC, Vector Laboratories, CA, USA), durante 1h a
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temperatura ambiente; N) Lavagens, trés lavagens em PBS, durante 10 minutos cada; O)
Revelagdo da reacdo de imuno-histoquimica, através da solucao de tampao PBS, acrescido de
0,05% de tetracloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical, MO, USA), 5% de
sulfato-niquel-amoénia (Fisher Scientific, NJ, USA) em tampao acetato e 0,006% de H202 a
30%, sob controle em microscopia de luz; P) lavagens em PBS e desidratagcdo a temperatura
ambiente, durante 24 horas. Em prosseguimento, as laminas histologicas foram desidratadas,
deslipidificadas e montadas com meio de montagem DPX (Sigma Chemical, MO, USA) e

laminulas de vidro.

3.2.3 Reacoes controle — imuno-histoquimica

3.2.3.1 Teste de adsorcao

Ressaltamos que o mesmo protocolo da técnica de imunoperoxidase ou
imunofluorescéncia foi utilizado para estabelecer a concentragdo ideal do anticorpo primario
através do teste de titulagdo e para determinar a especificidade do anticorpo primario
empregado através do teste de adsor¢cdo ou omissdo do anticorpo primario. No que se refere
ao teste de adsorc¢do, este € baseado no conceito de verificar se o anticorpo primario se liga
especificamente ao antigeno de interesse. Para isso € realizado, antes das etapas iniciais da
técnica de imunoperoxidase ou imunofluorescéncia, a ligagdo do anticorpo primario com seu
respectivo antigeno (peptideo obtido comercialmente) considerando a concentracdo ideal do
anticorpo TEN1, TEN2 e TEN3, obtido no teste de titulacdo. Desta forma, como exemplo,
para o anticorpo TEN2 foi preparada solucdes contendo concentragdes decrescente do
peptideo (0,1 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,001 mg/ml, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA),
mantendo-se constante a concentragdo do anticorpo anti-TEN2 (1:100 — imunofluorescéncia
ou 1:500 para imunoperoxidase), durante 18hs a 4 °C, sob agitacdo. Esta solu¢ao ¢ empregada
durante a incubag¢do do anticorpo primario no protocolo de imuno-histoquimica, ja descrito
anteriormente.

Com relagdo a TEN4, o anticorpo comercial anti-TEN4 (H-50, fornecido pela
empresa Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) ndo possui disponivel comercialmente o
peptideo correspondente, impedindo a confirmacdo da sua especificidade pelo método de
adsor¢do. Entretanto, em contato com o suporte técnico da Santa Cruz Biotechnol., assegurou-

se que a especificidade deste anticorpo foi testada através de ensaios de Western Blot.
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3.2.3.2 Omissao do anticorpo primario

A omissao do anticorpo primario também ¢ um dos métodos de controle da reacao
de imuno-histoquimica conhecido como controle negativo, que visa determinar se o anticorpo
secundario empregado ¢ especifico para reconhecer o anticorpo primario € ndo antigenos
teciduais que poderiam gerar resultados falsos positivos. Para tanto séries de cortes
histolégicos foram submetidos ao protocolo da técnica de imuno-histoquimica retirando
apenas a etapa de incubagdo do anticorpo primario. Em nossos resultados verificamos que os
anticorpos secundarios comerciais anti-coelho e anti-cabra (Santa Cruz Biotechnology®) nao
marcaram nenhuma regido dos tecidos orofaciais confirmando a especificidade dos anticorpos
secundarios em reconhecer apenas os anticorpos primarios empregados na técnica de imuno-

histoquimica.

3.3 Analise microscopica

As laminas histolégicas submetidas a imunofluorescéncia foram analisadas
inicialmente em microscopia de epifluorescéncia (Axioplan, Leica Microsystem Inc.), sendo
que os cortes histoldégicos que apresentaram marcacdo adequada foram reanalisados em
microscopia confocal equipado com lasers diodo, Hélio-Neon e Argonio (modelo TCS-SP5
AOBS Tandem Scanner, LEICA, Germany), acoplado a um microscopio Optico invertido
(Leica DMI 6000CS), no centro de microscopia eletronica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu — UNESP (IBB -UNESP). A marca¢do de fundo (background) foi controlada em
tempo real através do fotomultiplicador de voltagem e, ajustada para se obter o melhor
resultado entre sensibilidade e inespecificidade. Foram utilizadas objetivas Planapochromat
de 20x, 40x e 63x (abertura numérica 1,30) com imersdo a oleo, que possibilitaram uma
resolucdo de até ~150nm nos eixos X, y, além de ~300nm no eixo —z. As imagens digitais
foram coletadas em formato TIFF. Os cortes histologicos submetidos a imunoperoxidase
foram analisados em microscopio de luz (Axioplan, Leica Microsystem Inc., GmbH,
Alemanha) acoplado com camera digital (AxioCam MRc5, Carl Zeiss Microlmaging, GmbH,
Alemanha) e com auxilio do sistema de aquisicao de imagens AxioVision Rel 4.8.2. software

(Carl Zeiss Microlmaging, GmbH, Alemanha). As imagens foram ajustadas conforme
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necessidade (brilho, contraste e intensidade), contudo sem alterar o padrdo de imunomarcagao

através do software Corel Draw.

34 Analise imuno-histoquimica das teneurinas durante lesoes

experimentais do complexo polpa-dentina

Para tal propdsito, foram utilizados seis ratos machos adultos Wistar que foram
submetidos a desgaste superficial dos molares inferiores com broca esférica (broca KG
diamantada 1014) em peca de mao em baixa rotagao (Strong 210 35k, Saeshin, Korea). Para
isso, os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina 0,5mg/g e xilazina 0,05mg/g e
em seguida feitos os desgastes. Os animais foram mantidos no periodo experimental na sala
de experimentacdo localizada no Setor de Morfologia do Departamento de Ciéncias Bésicas
sob o ciclo claro-escuro de 12-12 horas, temperatura ambiente de 22+2°C e com livre acesso a
agua e ragdo. A partir disto, foram estabelecidos os seguintes periodos pos-operatdrios de 3, 7
e 15 dias para o sacrificio dos ratos para analise dos molares. Foram sacrificados dois animais
para cada periodo experimental. O protocolo experimental seguiu os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA).

Os animais foram sacrificados por perfusdo transcardiaca nos periodos poOs-
operatdrios citados acima, sendo inicialmente lavado o sistema circulatério com solucdo
fisiologica (100 ml), seguido de solugdo fixadora (500 ml) de paraformadeido a 4% em
tampao fosfato de sodio a 0.1M (pH 7,4) a 4°C. As mandibulas foram dissecadas e
permaneceram na solucdo fixadora citada por 24 horas. Em prosseguimento, as mandibulas
foram submetidas a descalcificacio em EDTA 10% em PBS a 0,1M, durante 21 dias, seguido
de lavagem em agua corrente por 12 horas e lavagens finais em PBS.

O material foi processado em parafina obtendo cortes de 5 um que foram
coletadas em laminas apropriadas para a reagcdo imuno-histoquimica (carregadas
positivamente), desidratadas a temperatura ambiente por 24 horas e mantidas em caixas para
serem protegidas de sujeira e umidade. Para o processamento das amostras em parafina, as
seguintes etapas foram seguidas: a) desidratagdo em série crescente de alcoois (70-100° — 40
minutos cada banho em sistema de vacuo); b) alcool-xilol (40 minutos) em sistema de vacuo;
¢) xilol I-1II (40 minutos cada banho) em sistema de vacuo; d) parafina I-III (40 minutos cada

banho) em estufa 56°C sob controle microprocessado; €) inclusdo e emblocamento; f)
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seccionamento com 5 um em micrétomo automatico Leica (RM2155, Leica Microsystems
Inc, SP, Brazil).

ApoOs a microtomia das amostras, os cortes histologicos foram submetidos a
técnica de imuno-histoquimica pelo método da imunoperoxidase indireta. O protocolo

utilizado para o método imunoperoxidase segue o mesmo descrito anteriormente.

3.5 Analise da expressao das tens e dos tcaps através do método de rt-pcr
convencional

3.5.1 Confec¢ao dos Primers

Inicialmente, para desenhar os primers que foram utilizados para a realizagcdo da
técnica de RT-PCR, as sequéncias genomicas das TENs 1-4 e dos TCAPs 1-4 (expressos pelo
ultimo éxon das teneurinas) de humanos foram extraidas do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ¢ ENSEMBL (www.ensembl.org). Apds a coleta de
informagdes, foram desenhados os primers, seguindo os critérios ja conhecidos e atestados
por software especificos (Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Os primers foram testados previamente através de uma
PCR (dados ndo mostrados) a partir disso foram selecionados os que tiveram melhor resultado
para realizar a RT-PCR, mostrados na tabela 1. Os tamanhos dos produtos de RT-PCR

obtidos pela amplificacdo génica sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 1 - Descri¢do dos primers para realizacio de RT-PCR. Abreviaturas: Ten: teneurina;
H:humano; E: éxon; P3: primer obtido pelo Primer3plus; C: TCAP (peptideo associado ao
terminal carboxila das teneurinas); FWD: forward; RVS: reverse; *primers utilizado como

controle (B-actina e GAPDH).

Ten1H-E30(P3)FWD GTACTTCTATGAATACGATGCTGATGG
Ten1H-E30(P3)RVS GCCATAAGGTGTGTATAGTATCTCCT
TCAP1H-E32(C)FWD TTCATTTCCTTGGACCAACTACCTATG
TCAP1H-E32(C)RVS CTGCTGCTTTTCCCCTTCTGTCCATGC
Ten2H-E23(P3)FWD GAGAACAATGTCATCCTTCGAATC
Ten2H-E23(P3)RVS CGTTGAAAACATATAACTCCTGCTC




TCAP2H-E29(C)FWD

GACAAGATGCACTACAGCATCGAG

TCAP2H-E29(C)RVS

CCATCTCATTCTGTCTTAAAAACTGG

Ten3H-E21(P3)FWD

TGTTACCAGAGTGGAGATGGCTAC

Ten3H-E21(P3)RVS

CCAGTTTCATCACTTTTAGTGGCTA

TCAP3H-E27(C)FWD

CAACAACGCCTTCTACCTGGAGAAC

TCAP3H-E27(C)RVS

CGATCTCGCTCTGCCGCAGGAACT

TendH-E28(P3)FWD

CCCAATGGACAACTCACTTTATGT

TendH-E28(P3)RVS

GTCCCCAGTGTAGGTGAAGTTGTA

TCAP4H-E34(C)FWD

TTTGCATCCAGCGGCTCAGTCTTT

TCAP4H-E34(C)RVS

TGGATGTTGTTGGCGCTGTCTGAC

MBACTINFWDC(PB)-HUMANO*

CATGTACGTTGCTATCCAGGC

MBACTINRVSC(PB)-HUMANO*

CTCCTTAATGTCACGCACGAT

MGADPHFWDC(PB)-HUMANO*

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

MGADPHRVSC(PB)-HUMANO*

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

Fonte: Autor Gestter Willian Lattari Tessarin

Tabela 2 - Numero de pares de base (bp) dos produtos utilizadas para o presente estudo.

Primers Pares de Base (bp)
Teneurina 1 e TCAP 1 585
Teneurina 2 e TCAP 2 496
Teneurina 3 e TCAP 3 498
Teneurina 4 e TCAP 4 602

Fonte: Autor Gestter Willian Lattari Tessarin
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Os primers foram obtidos comercialmente (Sintese Biotecnologia Ltda., MG,

Brasil) e os mesmos foram reconstituidos em tampao TE (10mM Tris base, ImM EDTA, pH

8,0) na concentracdo de 100mM e aliquotados em tubos para PCR de 0,2 ml (PCR Tubes,

Axygen Scientific, USA). A aliquota empregada para as reagdes de RT-PCR foram

novamente diluidas para obter uma concentragdo de trabalho de 10mM.
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3.5.2 Extracao de RNA total de dentes humanos

Os dentes foram obtidos de pacientes com indicagdo cirrgica para extracdo dos
terceiros molares superiores ¢ inferiores. O protocolo experimental € os procedimentos
clinicos foram aprovados pela comissdo de ética em pesquisa — humanos (Faculdade de
Odontologia de Aragatuba). Os dentes extraidos foram cuidadosamente limpos com gazes
estéreis embebidas em clorexidina 0,12% (Periogard sem dalcool, Colgate-Palmolive
Company, USA) e rapidamente armazenados em nitrogénio liquido. Apds esse processo, 0s
dentes foram removidos do nitrogénio e armazenados em freezer -86°C (ULTRA Freezer 923,
Forma Scientific, USA). No momento da extragdo do RNA total, os elementos dentarios
(n=11) foram removidos do freezer, transferidos para uma placa de Petri estéril e fraturados
com auxilio de pinga hemostatica odontologica. Os fragmentos pulpares e a superficie interna
da camara pulpar foram imediatamente curetados e transferidos para tubos livres de RNAse e
DNAse estéreis com 1 ml de solugdo de Trizol (Ambion, Life Technologies, USA). Em
seguida os tubos contendo trizol e o material coletado foi homogeneizado por 40 segundos
(Tissue-Tearor, Biospec Products, USA) para lise tecidual e incubados a temperatura
ambiente por 5 minutos. Decorrido esse tempo, foi adicionado 200ul de cloroférmio
(Amresco, Biotechnology Grade, USA) para cada 1ml de trizol utilizado inicialmente e,
homogeneizado vigorosamente em vortéx (K40-1010,1Multifuncional Vortex, Kasvi) durante
15 segundos e sequencialmente incubado no gelo durante 3-5 minutos. Apds essa etapa e
visualizado o processo inicial de separacdo de fases da solucdo foi realizada uma
centrifugacdo (Mikro 220R, Hettech Zentrifugen, Alemanha) durante 15 minutos a 12.000xg
a 4°C. Este processo possibilitou uma maior separacao de fases do eluato, permanecendo o
RNA total na fase superior (fase aquosa) da solugao. Em prosseguimento, a fase aquosa foi
removida por pipetagem e transferida para um novo tubo de 2ml estéril (Kasvi, USA), sendo
adicionado 0,5ml de isopropanol 100% (Sigma, USA) para cada Iml de trizol utilizado
inicialmente e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo,
realizou-se uma centrifugacdo a 12.000xg durante 10 minutos a 4°C, resultando na formagao
de um pequeno pellet na parede do tubo, permitindo a remog¢do do sobrenadante, restando
somente o pellet no tubo de 2 ml. O pellet foi dissolvido em 1ml de alcool 75% (750ul de
alcool 100% - Amresco, Biotechnology Grade, USA + 250ul de agua Sigma, USA) e

homogeneizado brevemente no vortex. Uma nova centrifugacdo (7.500xg) foi realizada
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durante 5 minutos a 4°C, sendo descartado o sobrenadante, deixando no tubo somente o pellet
novamente formado. Este pellet foi desidratado a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

(13

Decorrido esse tempo, foram adicionados 100ul de agua RNAse e DNAse “free” para
ressuspensdo do RNA total e incubado em bloco de aquecimento a seco (Dry Bath Incubator,
Major Science, USA) durante 15 minutos a 57°C. A solu¢do de RNA total foi entdo
submetida a uma nova etapa de purificacdo, descrita abaixo.

Objetivando alcangar uma purificagdo do RNA e uma melhor qualidade do
mesmo para as aplicacdes futuras, todo o RNA total extraido foi submetido a um processo de
purificagdo utilizando o sistema de colunas do kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo
Research, EUA) no qual foi adicionado a mesma quantidade em microlitros de dcool 100%
diretamente no volume inicialmente ressuspendido de RNA total, alcancando um volume
alcool/RNA total de 1:1. Apos a adigdo, o tubo foi vigorosamente homogeneizado no vortex e
o eluato foi transferido para uma coluna de purificagdo de RNA presente no kit, posicionada
dentro de um tubo coletor e, centrifugado por 1 minuto a 16.000xg e 4°C. Decorrida a
centrifugacdo, o lavado foi descartado, sendo adicionados 400ul de Direct-zol TM RNA
PreWash no centro da coluna e centrifugado novamente por 1 minuto a 16.000xg a 4°C. Para
alcancar uma lavagem mais eficiente da coluna e promover a remocao de possiveis
contaminantes, este tltimo passo foi repetido. Em seguida, foram acrescentados 700ul de RNA
Wash Buffer na coluna e centrifugado a 16.000xg a 4°C durante 1 minuto. O lavado gerado
foi descartado e uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des foi realizada. Em
prosseguimento, o tubo coletor juntamente com o lavado foi descartado e a coluna foi
posicionada dentro de um novo tubo de 2 ml estéril. Finalmente foi adicionado 100ul de agua
RNAse e DNAse “free” (presentes no kit) no centro da coluna e centrifugado a 16.000xg
durante 1 minuto a 4°C. A solugao final com o RNA total foi estocada em freezer -86C.

A quantidade de RNA foi mensurada através de espectrofotometro (Optizen POP
Series UV/Vis Espectro photo meter, Mecasys, Coréia) empregando microvolumes da
amostra (1 pl). A qualidade do RNA (presenca das subunidades 28S e 18S) foi avaliada

através de eletroforese em gel de agarose, nas condig¢des citadas no subitem abaixo.

3.5.3 RT-PCR
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Para as reagdes de RT-PCR foram empregadas as solucdes do kit Verso 1-Step
RT-PCR Hot-Star (#AB-1455/B, Thermo Scientific). As solugdes do kit, assim como o RNA
e os primers (TCAPs, TENSs, B-actina) foram lentamente descongelados ¢ mantidos em gelo,
apos serem retirados do freezer -20°C. As solucdes de RT-PCR e o RNA foram previamente
aliquotadas em tubos de PCR (0,2 ml PCR tubes, 3210105, Axygen) na seguinte sequéncia: a)
0,5ul de uma mistura de enzima transcriptase reversa e inibidor de RNAse (Verso enzyme
mix); b) 12,5ul de tampao contendo DNA polimerase (2X 1-Step PCR Hot-Star Master Mix);
¢) 1,25ul de solugdo para remover a contaminagao por DNA (RT Enhancer); d) 0,5ul de cada
primer (10nM); e) 2ul de template (RNA); f) 7,75ul de 4gua RNAse DNAse “free”. Os tubos
com as solucdes serdo agitados por 20 segundos, centrifugados brevemente e posicionados no
termociclador (Matercycler Gradient, Eppendorf), empregando o seguinte programa: a)
sintese de cDNA a 50°C por 15 minutos; b) inativagdo da transcriptase reversa (verso enzyme
mix) a 95°C por 15 minutos; c¢) desnaturacao a 95°C por 20 segundos; d) anelamento a 53°C
por 1 minuto; e) extensdo a 72°C por 1 minuto; f) repeti¢do as etapas c, d e e durante 50
vezes, g) extensdo final a 72°C por 5 minutos; h) manuten¢do a 4°C. Apds o término da
amplificacdo génica, os tubos foram agitados por 20 segundos, centrifugados e mantidos em
gelo.

Para analise dos produtos da RT-PCR, foi confeccionado um gel de agarose
(Agarose RA, AMRESCO, USA) na concentracdo de 1,5% em tampao 0,5x (Tampao TBE
(45mM Tris base; 45mM 4cido boérico; ImM de EDTA, pH 8,0, SIGMA, USA) com
0,05ul/ml de brometo de etideo (AMRESCO, USA). Em cada cavidade do gel de agarose
foram depositados 15ul da amostra da RT-PCR acrescidos de 3ul de corante para DNA
(10mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03% de azul de bromofenol; 0,03% de cianol FF xileno; 60% de
glicerol; 60mM EDTA, 6x loading dye solution, SM 0241, Fermentas, Thermo Scientific,
USA). Apos a eletroforese de nucleotideos em tampao TBE 0,5x, submetida a 40 volts por
120 minutos, o gel foi levado ao Image Quant LAS 500 (GE Healthcare, Japao) para analise
ultravioleta e captura das imagens através de cdmera acoplada ao Image Quant e salvo em

arquivo eletronico.
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4 RESULTADOS

4.1 Imuno-histoquimica

4.1.1 Reacio controle

A especificidade dos anticorpos empregados foi testada através da omissao do
anticorpo primario assim como em testes de adsor¢do, sendo verificada a auséncia total de
imunomarcagdo tanto em amostras de ratos assim como nos fragmentos da polpa dental
humana (Figura 2). Nos testes de adsor¢dao, a imunomarcacao foi totalmente eliminada na
concentracgdo elevada de peptideo adsorvido com anticorpo TEN2 (1:40) (Figura 2); enquanto
nas concentragdes menores de peptideo (1:10; 1:5; 1:1), a imunomarcagao foi gradativamente
tornando-se visivel. Nao foram realizados testes de adsor¢do para testar os demais anticorpos

anti-teneurinas, pois a marcagao imuno-histoquimica mais evidente foi somente relacionada a

TEN2.
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Figura 2 - Fotomicrografia em campo claro de cortes histologicos de dente molar inferior de rato
(A-C) e de fragmento da polpa dentaria humana (D-E) submetidos ao teste imuno-histoquimico
de adsorcdo empregando anticorpo anti-TEN2 e o peptideo correspondente (imundégeno). As
areas destacadas sio mostradas em maior aumento em B e C. Observar a total auséncia de
imunorreatividade dos odontoblastos a TEN2 (setas). Observa¢ao: os odontoblastos sio as
células que apresentam intensa imunorreatividade a TEN2 (ver proéximas figuras).

Abreviaturas: 2M, segundo molar inferior.
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4.1.2 Imuno-histoquimica para deteccao de TENs na regiao orofacial e do

germe dental durante desenvolvimento dentario

A imunorreatividade foi restrita as células presentes ao germe dental. Em especial,
as cé¢lulas da linhagem odontoblastica exibiram imunorreatividade para TEN1 e TEN2, sendo
que a imunorreatividade para a TENI foi discreta e evidente apenas nas células
odontoblasticas durante a coronogénese (Figura 3). Enquanto, a imunorreatividade para a
TEN2 foi inicialmente observada durante a diferenciagdo dos odontoblastos (pré-
odontoblastos — fase de campanula inicial) e aumentava significantemente durante a fase
tardia de desenvolvimento dentdrio (odontoblastos — fase de campanula tardia e
coronogénese), assim como em dentes completamente formados (Figuras 4 e 5).

As células da linhagem condroblasticas da cartilagem de Meckel também

exibiram imunorreatividade para TEN2 (Figura 6).
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Figura 3 - Fotomicrografia em microscopia confocal mostrando a imunorreatividade para a
TENT1 na fase de coronogénese do primeiro molar do rato Wistar em P7 (A-A"). Observar uma
moderada imunorreatividade no citosol do polo apical dos odontoblastos, proximo ao nucleo
(setas). Nota: Imunofluorescéncia - TEN1 revelado com o anticorpo secundario marcado com

Cy3, fluorescéncia vermelha; nicleos marcados com DAPI, fluorescéncia azul.
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Figura 4 - Fotomicrografia em microscopia confocal mostrando a imunorreatividade para a
TEN2 na fase de capuz (A) e campanula (B-E) do primeiro molar do rato Wistar em E17 (A) e
PO (B-E). Observar uma moderada imunorreatividade nos pré-odontoblastos na papila dental
na fase de campanula (B — setas menores). A imunorreatividade a TEN2 torna-se intensa a
medida que os odontoblastos se diferenciam (C-D, setas maiores). Notar também que a
imunorreatividade esta situada no citosol com predominancia no polo apical, proximo ao nticleo
celular (E). Algumas células pré-odontoblasticas permanecem exibindo imunorreatividade a
TEN2, na papila dentaria proxima aos odontoblastos (D-E). Nota: Imunofluorescéncia — TEN2
revelado com o anticorpo secundario marcado com Cy3, fluorescéncia vermelha; nitcleos
marcados com DAPI, fluorescéncia azul. Abreviaturas: El, epitélio interno do érgiao do esmalte;

EIN, extrato intermediario; OD, camada de odontoblastos; PD, papila dentaria.
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Figura 5 - Fotomicrografia em microscopia confocal mostrando a imunorreatividade para a
TEN2 na fase de coronogénese (A-A') do primeiro molar do rato Wistar em P5 (A-A"). Observar
uma intensa imunorreatividade nos odontoblastos. A imunorreatividade a TEN2 também esta
presente nos prolongamentos odontoblasticos (setas). Nota: Imunofluorescéncia — TEN2
revelado com o anticorpo secundario marcado com Cy3, fluorescéncia vermelha; nicleos
marcados com DAPI, fluorescéncia azul. Abreviaturas: D, dentina; FD, foliculo dentario; OD,

camada de odontoblastos; PAM, pré-ameloblastos; PD, papila dentaria

TEN2 - FASE CORONOGENESE - P5

TEN2 - FASE CORONOGENESE - P5

Fonte: Do Autor
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Figura 6 - Fotomicrografia em microscopia confocal mostrando a imunorreatividade para a
TEN2 na cartilagem hialina de Meckel do rato Wistar em E17 (A-A"). Observar
imunorreatividade nos condroblastos (seta menor) e condrocitos (seta maior). A
imunorreatividade a TEN2 ¢é predominantemente citosolica. Nota: Imunofluorescéncia — TEN2
revelado com o anticorpo secundario marcado com Cy3, fluorescéncia vermelha; nicleos

marcados com DAPI, fluorescéncia azul. Abreviaturas: CM, cartilagem de Meckel.

TEN2 - CARTILAGEM MECKEL- E17
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4.1.3 Analise imuno-histoquimica das teneurinas durante lesio

experimental do complexo dentina-polpa

Os desgastes da superficie oclusal (trauma mecanico) dos molares inferiores,
através do uso de broca esférica em baixa rotagdo, resultaram em processos inflamatérios com
diferentes graus de severidade no complexo dentina-polpa. Frequentemente, o desgaste foi
mais acentuado no primeiro molar inferior e menos severo no segundo e terceiro molar
inferior. Entretanto, em alguns casos, a lesao pulpar evoluiu para um processo necrotico,
impossibilitando a avaliagao temporal do processo de regeneracao tecidual. Por outro lado, os
casos experimentais com processos inflamatdrios de graus moderado, permitiram evidenciar a
diferenciagdo de novos odontoblastos a partir de células mesenquimais indiferenciadas da
polpa, principalmente na polpa corondria. Isto foi, especialmente, observado no prazo de 15
dias de pos-operatorio.

As analises imuno-histoquimicas, através do método da imunoperoxidase indireta
revelaram que a principal imunorreatividade das proteinas da familia das teneurinas presente
no complexo dentina-polpa ¢ decorrente da expressdo da TEN2 pelos odontoblastos (Figura
7). A imunorreatividade a TEN2 ¢ similar aquela presente durante o desenvolvimento dentario
quando da diferenciagdo dos odontoblastos, na fase de coronogénese. A imunoreatividade da
TEN2 esta distribuida pelo citosol dos odontoblastos tanto na regido do corpo celular assim
como em seus prolongamentos odontoblésticos, em toda a extensdo dos tibulos dentinarios
(Figura 7). A imunorreatividade a TEN2 ndo esta presente na regido central da polpa dentaria.

Os odontoblastos, que permaneceram vidveis durante o processo inflamatorio
induzido pelo trauma mecanico no complexo dentina-polpa, reduziram significantemente a
imunorreatividade a TEN2; ndo somente na regido subjacente a lesdo dentindria, mas também
no assoalho da polpa dentdria e na regido inicial dos canais radiculares no periodo pos-
operatorio de 3 dias (Figura 8). Portanto, de alguma forma, os odontoblastos, mesmo nao
afetados diretamente pelo trauma mecénico, sdo sinalizados a reduzirem a expressdao da TEN2
(Figura 8F). E interessante salientar que algumas células da polpa central apresentaram
imunorreatividade a TEN2, nesse periodo de pos-operatorio (Figura 8D).

A imunorreatividade a TEN2 aumentou no 7°. dia de pds-operatério tanto em
decorréncia da diferenciagdo de novos odontoblastos (Figura 9A-B), como na
imunorreatividade que torna-se presente na camada sub-odontobléstica (possivelmente em

cé¢lulas mesenquimais indiferenciadas que estdo se diferenciando em pré-odontoblastos,



35

Figura 9F), além da presenca de imunorreatividade também em algumas células da polpa
central (Figura 9D). A imunorreatividade, aparentemente, também aumenta nos odontoblastos
situados distantes do foco inflamatorio da polpa coronaria (Figura 9E).

Avaliacao do complexo dentina-polpa no 15° dia de pds-operatério revelou que os
odontoblastos estdo se organizando e formando novamente uma camada continua de células,
concomitante com o aumento da imunorreatividade da TEN2 (Figura 10); contudo, exibindo
menor imunorreatividade que nos odontoblastos de dentes sadios.

Um ponto a ser destacado e que a imunorreatividade a TEN2 ndo ficou apenas
restrita aos odontoblastos e algumas outras células pulpares (possivelmente células
mesenquimais indifertenciadas), mas também estava presente em osteoblastos e
cementoblastos com caracteristicas de elevada atividade de sintese proteica (Figura 12).
Assim sendo, observamos imunorreatividade em osteoblastos situados em areas sensiveis ao
trauma dentario, tais como na crista dssea alveolar e no septo interradicular, nos quais se
notou clara atividade osteogénica (Figura 12). Interessantemente, somente os cementoblastos
ao redor do peridpice exibiram imunorreatividade a TEN2, mostrando também um claro sinal
que estas células estavam em intensa atividade metabolica (Figura 12). Possivelmente, estes
cementoblastos estdo aumentando a secrecdo de cemento celular de fibras extrinsecas e
intrinsecas, sugerindo um mecanismo prévio de tentativa de selamento do canal radicular
antevendo uma possivel expansdo do processo inflamatdrio, que esta evoluindo na polpa
corondria. A intensa imunorreatividade a TENs pelos cementoblastos foi principalmente
notada nos dentes cuja evolucao do processo inflamatério evoluiu negativamente, resultando

na necrose pulpar, suportando a hipotese acima mencionada.
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Figura 7 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de dente molar inferior de rato
(dente controle), mostrando o complexo dentina-polpa, submetido a imunoperoxidase indireta
para deteccio de TEN2. Observar a intensa imunorreatividade a TEN2, principalmente nos
odontoblastos (setas), na regido coronaria (A e C), parede lateral da polpa coronaria (B, menor

aumento/ E, maior aumento) e no canal radicular (F). Abreviaturas: D, dentina; P, polpa.
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Figura 8 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de dente molar inferior de rato
(3 dias de pos-operatorio — lesdo traumatica na superficie oclusal), mostrando o complexo
dentina-polpa, submetido a2 imunoperoxidase indireta para deteccio de TEN2. Observar que a
tipica camada de odontoblasto foi eliminada nas areas subjacente a lesido traumatica (A-C, setas)
e também no assoalho da polpa coronaria (E, seta). Entretanto, os odontoblastos do canal
radicular permaneceram integros, mas exibindo discreta imunorreatividade a TEN2 (F, seta).
Alguns odontoblastos (seta) que persistem proximo a regido da lesdo inflamatéria pulpar
(asterisco), ainda exibem imunorreatividade a TEN2, porém discreta (A-C). Notar que as células
da polpa central comecam a apresentar imunorreatividade a TEN2 (D, setas). Abreviaturas: D,

dentina; P, polpa.
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Figura 9 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de dente molar inferior de rato
(7 dias de pos-operatorio — lesdo traumatica na superficie oclusal), mostrando o complexo
dentina-polpa, submetido a imunoperoxidase indireta para deteccio de TEN2. Observar que a
quantidade de odontoblastos aumentou nas areas subjacentes a lesdo traumatica (A-B, setas),
assim como a imunorreatividade a TEN2 tornou-se mais evidente. Notar que um maior nimero
de células da polpa periférica (F, zona rica em células, setas) e da polpa central (D, setas)
apresentam imunorreatividade a TEN2. Além disso, observar que os odontoblastos, distante da
lesdo inflamatoria, tais como no assoalho da cimara pulpar e nos canais radiculares também

aumentam a imunorreatividade a TEN2 (C e E, seta). Abreviaturas: D, dentina; P, polpa.

Fonte: Do Autor
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Figura 10 - Fotomicrografia em campo claro de corte histoldogico de dente molar inferior de rato
(15 dias de pés-operatério — lesdo traumatica na superficie oclusal), mostrando o complexo
dentina-polpa, submetido a imunoperoxidase indireta para deteccio de TEN2. Observar um
claro aumento na quantidade de odontoblastos que se diferenciaram nas dreas subjacentes a
lesdo traumatica (A, menor aumento; B, maior aumento, setas), assim como a imunorreatividade

a TEN2 tornou-se mais evidente nas demais areas (Figura C, seta). Abreviaturas: D, dentina; P,

polpa.
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Figura 11 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de dente molar inferior de rato
(15 dias de pos-operatério — lesio traumatica na superficie oclusal), submetido a
imunoperoxidase indireta para deteccao de TEN2. Observar que neste espécime, a lesido
traumatica do complexo polpa-dentina apresentou menor severidade com regeneracio dos
odontoblastos e producdo discreta de dentina tercidria (seta menor em D). Observar a
persisténcia de areas com odontoblastos nio exibindo imunorreatividade a TEN2 (setas
menores). Abreviaturas: 1M, primeiro molar; 2M, segundo molar; CM, cimara pulpar; CP,

corno pulpar; CR, canal radicular; D, dentina.
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Figura 12 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de dente molar inferior de rato
(15 dias de pés-operatério — lesdo traumatica na superficie oclusal), mostrando areas do
periodonto de sustentacido, submetido a imunoperoxidase indireta para deteccio de TEN?2.
Observar uma nitida imunorreatividade a TEN2 em células do periodonto (cementoblastos e
osteoblastos, A-E, setas). Em A e mostrado em menor aumento a regiio do periipice,
tangenciando a abertura do forame apical (asterisco), dentina radicular (D) e o cemento celular
de fibras extrinsecas e intrinsecas (C). Em B é mostrado os cementoblastos (setas)
imunorreativos a TEN2 no periapice dental. Os osteoblastos também exibem uma nitida
imunorreatividade a TEN2 no septo interradicular (C e E) e na crista éssea alveolar (D),

enquanto em dreas da mandibula distante do periodonto, os osteoblastos na superficie das

lamelas de tecido dsseo (TO) nao apresentam imunorreatividade a TEN2 (E)
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4.2 Analise da expressao das teneurinas em amostras de polpa dentaria
humana

4.2.1 Imuno-histoquimica

Os fragmentos de polpa humana (n=4) submetidas a imunoperoxidase revelaram
que os odontoblastos sdo as Unicas células pulpares que apresentaram imunorreatividade a
TEN2 (Figura 13). A imunorreatividade foi similar aquela observada em dentes molares de
rato, ou seja, os odontoblastos apresentaram imunorreatividade homogénea em todo o seu

citoplasma (Figura 13).

Figura 13 - Fotomicrografia em campo claro de corte histologico de fragmento de polpa dentaria
humana. Observar a presenca da camada de odontoblastos (setas) mostrando intensa

imunorreatividade a TEN2.
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4.2.2 RT-CR convencional

Nesta etapa foi extraido o RNA total de 11 dentes terceiros molares provenientes
de quatro pacientes. A andlise da qualidade do RNA através de gel de agarose revelou que o
mesmo estava preservado em todas as amostras coletadas, evidenciado pela clara presenca das
duas bandas de RNA ribossoémico (28S e 18S, dados nao mostrados). Os resultados de RT-
PCR confirmaram a expressdo da TEN2 (Figura 14) na polpa dentaria de todas as amostras.

Nas reacdes controle foi omitida a adi¢cdo do RNA e nenhuma banda foi
observada no gel de agarose. Nao foi realizada reacao controle de PCR apenas, pois existe
uma DNAse no kit de RT-PCR que elimina qualquer vestigio ou contaminagdo de DNA
previa a reacdo de transcriptase reversa. A amplificacdo da beta-actina foi realizada como
controle positivo das reagdes de RT-PCR e para normalizagdo dos dados, se necessario

(Figura 14).

Figura 14. Fotomicrografia em fluorescéncia de gel de agarose. Em A é mostrado o resultado do
RT-PCR convencional empregando RNA total extraido da polpa dentaria de polpa proveniente
de 4 pacientes e primers para amplificar a sequéncia da TEN2. Em B, observar a expressao de

beta-actina nas mesmas amostras, como controle.

Fonte: Do Autor
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a presenca de teneurina, em
particular a presenga de TEN2 em odontoblastos. Esta expressao da TEN2 em odontoblastos
foi também evidenciada em amostras humanas, comprovada através da expressao génica (RT-
PCR). Além disso, também notamos que a imunorreatividade a TEN2 pelos odontoblastos ¢
sensivel a modulacdo durante lesdo traumatica da polpa dentaria de ratos adultos. As demais
TENs nao revelaram imunorreatividade significante ou fidedignas na regido orofacial ou
durante o desenvolvimento orofacial. Vale ser ressaltado, que a imunorreatividade a TEN1 foi
transiente nos odontoblastos durante o desenvolvimento dentario.

Estudos anteriores indicaram uma possivel expressao das teneurinas durante a fase
inicial da morfogénese cranial (arcos branquiais), sem mencionar sua expressdo durante o
desenvolvimento dentario (BEN-ZUR et al., 2000 MIEDA et al., 1999; TRZEBIATOWSKA
et al., 2008; TUCKER et al., 2000, 2001; ZHOU et al., 2003). Nossos dados apontam que a
TEN2 pode estar diretamente relacionada a diferenciagdo dos odontoblastos a partir das
células ectomesenquimais da papila dentaria (fase de campanula); além da manutengdo destas
células diferenciadas, haja vista que sua expressdo permanece intensa em odontoblastos de
dentes maduros.

Baseado no fato que as teneurinas sdo proteinas transmembranas de interagdo
homofilica ou heterofilica, que permitem que neurOnios estabelecam circuitos sindpticos
precisos (MOSCA, 2015); podemos inferir que a TEN2 haja através de interagdo homofilica
entre os odontoblastos. Deste modo, mantendo estas células justapostas para formar a camada
de odontoblastos. Vale ser ressaltado, que recentemente foi observado que as latrofilinas
(proteina de membrana que interage com a alfa-latrotoxina, uma toxina de aracnideos) sdo um
dos possiveis receptores para as teneurinas. Em particular, foi observado que a latrofilina 1
interage com um proteina variante (splice variant) da TEN2 denominado de Lasso
(BOUCARD et al., 2014; WOELFLE et al., 2015). Baseado nestes dados, nosso grupo de
pesquisa analisou se os odontoblastos apresentam imunorreatividade as latrofilinas, sendo que
os resultados apontaram auséncia de imunorreatividade as latrofilinas (dados nao
apresentados). Esta informagdo indica que a TEN2, de fato, esta mediando uma interacao
homofilica entre os odontoblastos, ou seja, a TEN2 de um odontoblasto se acopla a proteina

TEN2 do odontoblasto adjacente.
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A dimuinui¢ao da imunorreatividade da TEN2 nos odontoblastos, durante lesdo
pulpar, pode também sugerir que esta alteragdo poderia permitir um processo de
desacoplamento celular, facilitando a migracdo dos odontoblastos ou, mesmo, facilitando a
disrupgdo da camada de odontoblastos, sendo este um evento inicial do processo de reparo
tecidual pulpar.

Interessantemente, a imunorreatividade a TEN2 estava difusamente presente no
citosol dos odontoblastos. Este dado demonstra que a TEN2 nos odontoblastos, possa nao
somente ser uma proteina transmembrana, mas também uma proteina secretora. Existem
trabalhos indicando que as teneurinas apesentam splice variants, ou seja, 0 RNAm pode ser
transcrito com outros formatos, gerando proteinas com pequeno peso molecular que possam
atuar diferentemente nas células, inclusive sendo secretados para o meio extracelular
(TUCKER et al., 2001; 2006). Disto posto, novos estudos necessitam esclarecer se a TEN2
nos odontoblastos sdo apenas proteinas transmembranas, ou também podem estar envolvidos
em outros processos celulares.

Os resultados obtidos das amostras de polpa humana através do método imuno-
histoquimico e pelo RT-PCR convencional indicaram que a expressdo da TEN2 mantém-se
conservada em primatas humanos. Estes dados reforcam a importancia desta proteina
transmembrana nos odontoblastos, suportando novos estudos que possam esclarecer a
funcao(des) da TEN2 nestas células.

Finalmente, devemos destacar que os odontoblastos sdo uma linhagem celular
diferenciada, cuja origem ¢ das cé€lulas ectomesenquimais da crista neural, que por sua vez
sdo provenientes do neuroectoderma (ARANA-CHAVEZ; MASSA, 2004; MAYOR;
THEVENEAU, 2014). Portanto, ndo ¢ surpresa que os odontoblastos possam expressar
proteinas tipicas de células neuronais ou de origem neuronal. Assim sendo, ¢ sabido que os
odontoblastos expressam nestina (proteina do filamento intermediario presente em neurdnios)
(QUISPE-SALCEDO et al., 2012), proteina tau associada aos microtubulos - mapt
(MIYAZAKI et al., 2015), proteina 1B associada aos microtibulos (MAURIN et al., 2009),
proteina de canais de potassio ( MAGLOIRE et al., 2003), entre outras.
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6 CONCLUSOES

Os odontoblastos apresentam imunorreatividade a proteina TEN2, desde a fase de
diferenciagdo celular, observada na fase de campanula dos germes dentarios de molares de
ratos. Esta imunorreatividade permaneceu presente nos odontoblastos em dentes molares
completamente formados.

A imunorreatividade a TEN2 dos odontoblastos ¢ sensivel a modulagdo por
processo inflamatorio, induzido experimentalmente, na polpa dentéaria de molares de ratos.

A polpa dentaria de humanos apresentam também odontoblastos imunorreativos a
TEN2. A expressao de TEN2 na polpa dentdria de humanos foi confirmada através do método

de RT-PCR.
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