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1 Introducéao

Visando promover a regeneracdo dos tecidos periodontais perdidos em
decorréncia da progressdo da doenca periodontal destrutiva, varias modalidades de
tratamento como, a regeneracdo tecidual guiada (GOTTLOW™, 1984), a
biomodificacdo radicular (GARRETT et al.**, 1978), retalhos reposicionados
(ELLEGAARD et al.1974) e a implantacdo de materiais osteocondutores
(BARNETT et al.?, 1983), osteoindutores e osteogénicos (QUINTERO et al.**, 1982),
vém sendo aplicados na prética clinica, no entanto, com resultados pouco previsiveis
do ponto de vista clinico provavelmente, devido aos poucos conhecimentos sobre 0s
eventos bioguimicos e celulares associados a regeneragéo periodontal.

Atualmente, sabe-se que as células do ligamento periodontal exercem
um papel crucial neste processo, sendo, entdo, fundamental a migragdo, insercéo e
proliferacdo deste tipo celular sobre a superficie radicular previamente exposta a
doenca, a fim de promover a sintese de componentes do tecido conjuntivo e a
diferenciacdo em outros tipos celulares como o0s cementoblastos e osteoblastos
(McCULLOCH e BORDIN?®, 1991; WIKESJO et al.*®, 1992; PITARU et al.%,
1994).

Estudos relativamente recentes (TERRANOVA e WIKESJO,> 1987;
TERRANOVA®>, 1993; CALLENS®, 1997) tém proposto a utilizagdo dos fatores de

crescimento polipeptidicos nos procedimentos de regeneracao periodontal, devido ao
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fato destas substancias atuarem no controle das atividades de quimiotaxia,
proliferacdo, diferenciacdo e funcBes secretores de varios tipos celulares, incluindo as
celulas do ligamento periodontal.

Existem diversos fatores de crescimento com atividades que lhes
conferem potencial para aplicacdo na terapia regenerativa do periodonto, sendo os
mais estudados atualmente, o fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGF),
isoladamente (PARK et al.®’, 1995) ou associado ao fator de crescimento semelhante
a insulina (LYNCH et al.??, 1991) (IGF); e as proteinas morfogenéticas do 0sso
(SIGURDSSON et al.®®, 1995) (BMPs). No entanto, outros fatores parecem
apresentar um bom potencial para esta aplicacao, sendo objeto de reduzido nimero de
estudos, como o fator de crescimento de fibroblastos basico (b-FGF) e o fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-f).

O b-FGF tém demonstrado estimular in vitro a quimiotaxia e mitose
das células do ligamento periodontal e a proliferacdo de células endoteliais
(TERRANOVA et al.”®*"| 1988,1989), além de promover in vivo a regeneracio de
tecidos mineralizados (osso alveolar e cemento radicular) e ndo mineralizado
(ligamento periodontal) em diferentes tipos de defeitos 0sseos tratados com este fator
associado ou ndo a RTG (MURAKAMI et al.?#%° 1999, 2003; ROSSA Jr et al.*,
2000; TAKAYAMA et al.**, 2001).

Ja o TGF-B também apresenta in vitro, atividade proliferativa e

quimiotatica sobre as células do ligamento periodontal (TERRANOVA et
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al.>®°7.1988, 1989; MATSUDA et al.?®, 1992), além de inibir a mitose de células
epitelias, linféides e endoteliais (LU et al.*, 1997). In vivo, estudos de Mohammed et
al.?” (1998) e Wiskejo et al.*® (1998) demonstraram ocorrer regeneragdo 6ssea mais
extensa quando associou-se a RTG ao TGF-f.

Além destas funces, estes fatores de crescimento (b-FGF e TGF-B)
parecem estar relacionados com o controle da sintese e degradacdo de componentes
da matriz extracelular do ligamento periodontal tanto durante o processo reparativo,
como no “turnover” tecidual (ALVARES et al.}, 1995; COLLETA et al.®, 1999;
PALMON et al.***, 2000, 2001).

Dentre estes componentes, 0s mais estudados sdo: o colageno tipo | e
Il (formas de colageno mais abundantes no ligamento periodontal) (ROMANOS et
al.*®, 1992), a fibronectina (glicoproteina que promove a uni&o dos fibroblastos &
matriz extracelular) (AMAR e CHUNG?1994) , as matrizes de metaloproteases
(MMPs) e os inibidores teciduais das matrizes de metaloproteases (TIMPS)
(BIRKEDAL-HASSEN* 1993: RYAN et al.*, 1996) .

As MMPs constituem uma familia de proteases as quais exercem um
importante papel na degradacdo dos componentes da matriz extracelular, como o
colégeno. Estas proteases sdo classificadas em 4 grupos de acordo com o substrato
degrado por elas: 1) colagenases (MMP-1, -8 a —13); 2) gelatinases ou colagenase

tipo IV (MMP-2 e -9); 3) estromelisinas (MMP-3, -10 e -12) e 4) Outros tipos
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(Metaloprotease  Tipo-Membrana, Meprina e Macréfago Metaloelastase)
(BIRKEDAL-HANSEN?, 1993;: RYAN et al.*?, 1996).

Com excecdo da MMP-8 (PMN-CL) e a MMP-9 (MR 92K
GL/colagenase tipo 1V), as quais sdo sintetizadas e armazenadas em granulos
especificos no citoplasma de leucocitos polimorfonucleares, as demais
metaloproteases sdo liberadas pelas células na forma latente e precisam ser ativadas
para atuarem na degradacdo do substrato (BIRKEDAL-HANSEN?, 1993; RYAN et
al.*?, 1996).

Em eventos fisioldgicos, como por exemplo, a renovacdo tecidual, e
em eventos patoldgicos, como a doenca periodontal, o desequilibrio entre as MMPs
ativadas e os seus inibidores teciduais, leva a destruicdo de componentes da matriz
extracelular. Os inibidores teciduais das MMPs, os TIMPs, atuam eliminando a
proteases ja ativadas, ou bloqueando a ativacdo destas (BIRKEDAL-HaANSEN?,
1993; RYAN et al.*?, 1996).

No estudo realizado por Takayama et al.>®> (1997), os autores
verificaram que o b-FGF reduz a expressdo de genes para colageno tipo | e nédo
interfere na expressao de colageno tipo 111 enquanto Palmon et al.*** (2000, 2001),
encontraram que este fator de crescimento aumenta a expressao de genes para MMP-
1 (colagenase-1).

Por outro lado, o TGF-f3 tem demonstrado exercer um efeito contrario,

aumentando a expressdo de colageno tipo | (IGNOTZ e MASSAGUE", 1986;
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IGNOTZ et al.'®, 1987) e diminuindo a de MMP-1 (OVERALL et al.*, 1991;
ALVARES et al.}, 1995). No entanto, essa diminuicdo da expressio de MMP-1, n4o
esta relacionada ao aumento da expressdo de mRNA para o TIMP-1, j& que o TGF-p,
ndo promoveu nenhuma sinalizacdo celular que levasse a alteracdo na expressao
desse gene (ALVARES et al.}, 1995).

Desta maneira, embora estes dois fatores de crescimento promovam a
migracdo e proliferacdo de células do ligamento periodontal, o TGF-f parece
estimular a sintese de componentes da matriz de tecido conjuntivo tanto por
fibroblastos como por osteoblastos, fundamental na regeneracdo dos tecidos
periodontais enquanto que, o b-FGF estimula a atividade proteolitica através do
aumento da sintese de proteases (OVERALL et al.>*, 1991).

Entretanto, Overall et al**. (1991) verificaram um aumento nos niveis
de TIMP-1 e de MMP-2 quando fibroblastos gengivais humanos foram incubados
com o TGF-B. Esta metaloprotease embora, encontra-se mais relacionada com o
remodelamento do colageno tipo 1V (mais presente nas membranas basais do epitélio
juncional e oral), atua também, na remoc¢do de colageno tipo | que apresentam
estrutura anormal, os quais estariam retardando a formagéo de fibrilas colagenas
durante a deposicdo e maturacdo de matrizes de tecido conjuntivo, como por
exemplo, do tecido conjuntivo gengival, do ligamento periodontal e do osso alveolar.

Além disso, no estudo de Noda e Vogel** (1989), os autores

encontraram que o b-FGF quando aplicado em cultura de osteoblastos humanos
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modula a expressdo de genes para o TGF-B, o que poderia estar influenciando
indiretamente na expressao de colageno tipo | e de outros componentes da matriz
extracelular e conseqlientemente, no processo de regeneracdo periodontal.

No entanto, os estudos voltados para a avaliacdo dos efeitos in vitro
destes dois fatores de crescimento nas células do ligamento periodontal, o fazem
separadamente. Porém, de acordo com os dados apresentados acima, parece
interessante estudar os efeitos da associagdo do b-FGF com o TGF-B nas células do
ligamento periodontal, j& que: 1) estas células sdo consideradas fundamentais no
processo de regeneracdo periodontal, 2) estes dois fatores de crescimento quando
aplicados isoladamente parecem atuar de forma antagbnica quanto a sintese de
componentes do tecido conjuntivo, embora também, tenha que ser avaliado o efeito
do TGF-B no aumento da expressdéo de MMP-2 pelas células do ligamento
periodontal e 3) ambos podem estar modulando a sintese tanto do TGF- como do b-
FGF pelas células do ligamento periodontal, influenciando assim, na resposta destas
células aos fatores de crescimento aplicados de forma exdgena e conseqlientemente,
na regeneracao dos tecidos periodontais.

Partindo destes principios, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da associacdo do bFGF e do TGF-f na proliferacdo, expressdo de componentes
da matriz extracelular e na modulacéo da sintese destes préprios fatores pelas células

do ligamento periodontal.
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2 Revisao da literatura

A regeneracdo do periodonto de insercdo perdido em decorréncia da
doenca periodontal € um processo muito complexo, particularmente devido as
caracteristicas anatdmicas, com participacdo de uma superficie mineralizada
avascular (a superficie radicular) e a posi¢do transgengival do dente, sob influéncia
do meio bucal (AMAR e CHUNG? 1994). Além disso, ha necessidade da
participacdo de um grande nimero de tipos celulares, incluindo células epiteliais,
osteoblastos, cementoblastos, células do ligamento periodontal e fibroblastos do
tecido gengival (CALLENS?®, 1997).

A compreensdo da complexa interacdo entre os diferentes tipos
celulares envolvidos na reparacdo da ferida periodontal é fundamental para o
desenvolvimento de terapias regenerativas eficazes e consistentes, uma vez que um
dos principais problemas dos tratamentos regenerativos disponiveis atualmente é
justamente sua grande variabilidade e inconsisténcia de resultados (JEPSEN et al.”®,
2002; NEEDLEMAN et al.*°, 2002).

Segundo o paradigma atual da regeneracdo periodontal, considera-se
que o processo de cicatrizagdo de feridas periodontais requer o recrutamento
(migracdo) de células do ligamento periodontal para o sitio, proliferagdo destas
células e sintese de componentes do tecido conjuntivo para que haja a completa

regeneracao dos tecidos periodontais de suporte (MELCHER?®, 1976).
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De fato, relatos recentes suportam a relevancia fisioldgica deste tipo
celular, devido a sua participacdo ativa em processos como a remodelacdo do 0sso
alveolar (KANZAKI et al.°, 2001), resposta a citocinas inflamatdrias como a IL-1p
(SHIMIZU et al.*, 1992), além de caracteristicas fenotipicas similares as de
osteoblastos (SOMERMAN et al.***°, 1988; 1990).

O melhor entendimento dos processos bioldgicos associados a
inflamacdo e reparacdo tecidual tem gerado grande interesse na manipulacdo
terapéutica dos eventos celulares associados a reparagdo dos tecidos periodontais. E
com base nestes estudos da intrincada rede de mediadores inflamatérios e outras
citocinas envolvidas nos processos inflamatorios e nos eventos reparativos que, uma
abordagem terapéutica ‘ativa’ para a regeneragédo dos tecidos periodontais vem sendo
pesquisada.

Esta abordagem ‘ativa’, que possibilitaria estimular e modular
ativamente eventos celulares importantes para a regeneracao tecidual, controlando a
velocidade e tipo de tecidos formados na area da lesdo contrasta radicalmente com a
estratégia da maior parte das modalidades terapéuticas disponiveis atualmente (como
a regeneracdo tecidual guiada, por exemplo), nas quais o tratamento tem um papel
passivo, sendo o organismo do paciente o Unico responsavel pelo resultado final do
processo reparativo.

Visando a coordenagdo dos eventos celulares fundamentais no

processo de regeneracdo periodontal, alguns estudos tém proposto a utilizagdo de
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citocinas denominadas fatores de crescimento. Estes sdo modificadores da resposta
bioldgica, de natureza polipeptidica, produzidos e secretados por diversos tipos de
celulas tais como, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliais e células
inflamatorias (particularmente os leucdcitos polimorfonucleares), podendo exercer as
suas fungdes de maneira autocrina, estimulando a mesma célula responsavel pela sua
sintese, ou paracrina, afetando outras células nas proximidades da célula responsavel
por sua sintese, podendo ainda ser produzidos em determinado 6rgdo ou tecido e
posteriormente secretados na corrente sanguinea, agindo sobre células a distancia
(acdo endécrina) (CALLENS®, 1997).

Quanto as suas acgdes biologicas, a denominacdo “fatores de
crescimento” é imprecisa, pois sdo na realidade multifuncionais, estimulando além do
crescimento, uma grande variedade de atividades celulares como: quimiotaxia,
proliferacdo, diferenciagdo e as funcBes secretoras das células, podendo inibir, e ndo
apenas estimular todas estas funcées celulares (CALLENS®, 1997).

De fato, alguns fatores de crescimento exercem seus efeitos de forma
seletiva sobre os fibroblastos e células do ligamento periodontal, inibindo, por
exemplo, a migracg&o e proliferacdo de células epiteliais, o que é fundamental segundo
os principios da regeneracdo tecidual guiada (MELCHER?, 1976). Isto justifica o
grande interesse em testar o potencial dos fatores de crescimento na regeneracdo do
periodonto, com a realizagdo de vérios estudos in vitro (DENNISON et al.’, 1994;
ALVARES et al.!, 1995; GAO et al.", 1996; CHIEN et al.’, 1999; CHANG et al.’,

2002; TERRANOVA et al.>’, 1989 ) e in vivo (SELVIG et al.**, 1994; MOHAMMED
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et al.?’, 1998; WIKESJO et al.>, 1998; MURAKAMI et al.”**, 1999, 2003; ROSSA
Jretal.**, 2000).

Porém, devido a complexidade do processo regenerativo periodontal,
parece logico que uma terapia regenerativa “ativa”, a qual inclui a utilizacdo de
fatores de crescimento como modificadores e moduladores da resposta biologica néo
deve ter seu espectro de acdo limitado, a apenas um fator de crescimento,
concentrando seus efeitos em um tipo celular, mas sim incluir os diversos tipos
celulares participantes do processo, como células mesenquimais, endoteliais e
nervosas, 0 que leva a suposicdo que uma série de fatores de crescimento,
empregados numa sequéncia ideal e com efeitos sinérgicos sera, provavelmente,
necessaria para atingir o objetivo final de completa e previsivel regeneracdo do
periodonto (TERRANOVA e WIKESJO® 1988; AMAR e CHUNG? 1994;
GRAVES e CHOCRAN'®, 1994; CALLENS®, 1997) . Esta suposicdo é sustentada
por estudos (PARK et al.*’, 1995; MOHAMMED et al.”’, 1998; ROSSA Jr et al.*,
2000) que observaram resultados desfavoraveis apos a utilizacdo de um Unico fator de
crescimento, por exemplo, a ocorréncia de anquilose ap6s o emprego de BMP
(WIKESJO®, 2003).

Existem diversos fatores de crescimento com atividade que lhes
conferem potencial para aplicacdo na terapia regenerativa do periodonto, sendo os
mais estudados atualmente o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
isoladamente (PARK et al.*”, 1995) ou associado ao fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF) (LYNCH et al.?2, 1991), e as proteinas morfogenéticas do 0sso
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(BMPs) (SIGURDSSON, 1995). Acredita-se que outros fatores apresentam também
bom potencial para esta aplicacdo, sendo no entanto, objeto de reduzido nimero de
estudos, como o fator de crescimento de fibroblasto basico (b-FGF) e o fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-p).

O bFGF j& foi imunolocalizado no nucleo e citoplasma das células do
ligamento periodontal e células endoteliais de humanos bem como, na matriz

extracelular, por Gao et al.*?

, em 1996. Além disso, o estudo de Takayama et
al.>*(1998) mostrou que as células do ligamento periodontal bem como, a matriz
extracelular, expressam dois tipos de receptores para 0 bFGF, o FGFR1 e 0 FGFR2.
Na matriz extracelular, os receptores sdo denominados de baixa afinidade e alta
capacidade, tendo a finalidade de armazenar o bFGF sintetizado pelas células e
protegé-lo contra a degradacao proteolitica. Na membrana celular, sdo encontrados os
receptores de alta afinidade e baixa capacidade, os quais sdo expressos em média 1 x
10° receptores/célula. S30 nestes receptores de membrana que o bFGF aplicado de
maneira exogena atua, estimulando eventos celulares importantes nas fases iniciais da
regeneracdo periodontal.

J4 o TGF-B, apesar de ser sintetizado por células embrionarias e
células teciduais adultas, incluindo os fibroblastos e osteoblastos (SHIMAZU et al.*,
1999; SHI e MASSAGUE®*, 2003), ainda ndo ha na literatura um estudo que

descreva a presenca e distribuigdo deste fator de crescimento e de seus receptores nas

células do ligamento periodontal de humanos. Gao et al.*®, em 1998, observaram que
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o0 citoplasma e membrana das células do ligamento periodontal de ratos coravam-se
positivamente para o TGF-§ bem como, a sua matriz extracelular, e que estas células,
principalmente, as localizadas na por¢do mais apical da raiz, expressavam genes para
0 TGF-B. Porém, os autores verificaram que nem todas as células do ligamento
periodontal coravam-se para o TGF-B, ao contrario, dos osteoblastos e
cementoblastos, mostrando a existéncia de subpopulagdes para esta linhagem celular.
Contudo, ambos os fatores de crescimento tém apresentado acdes
bioldgicas sobre as células do ligamento periodontal de humanos como estimular a

quimiotaxia e a proliferacdo. J4 em 1989, Terranova et al.>’

observaram a migracéo e
proliferacdo de células do ligamento periodontal de humanos sobre blocos de dentina
previamente condicionados com cloridrato de tetraciclina e posteriormente, tratados
com o bFGF de origem humana. A proliferacdo celular ocorreu de maneira dose-
dependente, atingindo o pico maximo com a concentracdo de 50ng de bFGF/bloco de
dentina.

Do mesmo modo, mas utilizando o bFGF de origem humana e
aplicando-o diretamente no meio de cultura, os resultados dos estudos realizados por
Takayama et al.”*® (1997, 1998) e Murakami et al.?® (2003), mostraram que 0 bFGF
também estimulava de maneira dose-dependente a proliferacdo celular. Entretanto, o
efeito maximo do bFGF na proliferacdo foi alcancado com a dose de 10ng de

bFGF/ml de meio de cultura para os dois primeiros estudos, e de 1ng/ml para o

altimo. Provavelmente, as diferencas entre esses estudos e de Terranova et al.>’
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(1989), quanto a concentracdo ideal de bFGF que promoveu o0 maximo de
proliferacdo celular deve-se a diferencas nas proprias metodologias e na origem dos
bFGFs empregados, o que torna dificil a comparacédo dos resultados.

Entretanto, nos estudos de Takayama et al.***® (1997, 1998) e
Murakami et al.?® (2003), a principal diferenca na metodologia, foi & concentracéo
inicial de celulas semeadas. Nos primeiros estudos, as células foram semeadas na
concentracdo 10 x 10* céls/orificio e no segundo, 1 x 10° céls/orificio. Isso reflete na
quantidade de receptores disponiveis para unido ao bFGF. Possivelmente, nos estudos
de Takayama et al®**® (1997, 1998), foram necessarias uma maior concentracdo de
bFGF para ocupar 0 maior nimero de receptores expressos pela maior quantidade de
células presentes. O contrario ocorreu no estudo de Murakami et al.*® (2003), onde a
dose de 1ng/ml de meio de cultura foi o suficiente para estimular ao maximo a
proliferacdo.

Para 0 TGF-, o estimulo a proliferacdo celular ocorreu de maneira
tempo e dose-dependente. No estudo de Oates et al.*® (1993), apds as células do
ligamento periodontal serem incubadas com as doses de 1 ou 10ng TGFB/ml de meio
de cultura por 24, 32 e 48 horas, estas apresentaram um aumento da proliferacdo apos
32 horas na presenca 1ng de TGF-B/ml de meio de cultura. J4 Dennison et al.? (1994),
utilizando a Unica dose de 10ng, observaram que somente ap0s 48 horas € que as
células do ligamento periodontal comecaram a ter maior proliferagdo comparadas ao

grupo controle.
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Estes dados mostram que os dois fatores de crescimento estimulam a
proliferacdo das células do ligamento periodontal em momentos diferentes. O bFGF
tem acdo ja nas primeiras 22 horas apés a aplicacdo como observado por Takayama et
al.>#°3 (1997,1998), enquanto que o TGF-B somente vai aumentar a taxa proliferativa
apos 32 horas.

Talvez, essa diferenca quanto ao momento de atuacdo do bFGF e do
TGF-B também seja importante em outros eventos celulares fundamentais no
processo de regeneracdo periodontal como: a citodiferenciacdo, a sintese e
remodelacdo da matriz extracelular.

Em relacdo a citodiferenciacdo, existem alguns indicativos como
presenca de atividade de fosfatase alcalina, formagdo de noédulos mineralizados e a
expressdo de genes e sintese de sialoproteina 6ssea e osteoclacina, que evidenciam a
diferenciacdo das células do ligamento periodontal em células com caracteristicas de
osteoblastos.

Na presenca do bFGF, as células do ligamento periodontal ndo
apresentam atividade de fosfatase alcalina e nem formagdo de nddulos mineralizados.
Isso indica que este fator de crescimento ndo tem a capacidade de induzir a
diferenciacdo celular ou pelo menos, na presenca dele, as células do ligamento
periodontal sofrem uma inibicdo para a diferenciacdo. Entretanto, esse efeito do
bFGF parece estar relacionado ao tempo que as células permanecem em cultura e

conseqlientemente, ao niimero de receptores expressos por elas. Como observado por



27

Takayama et al.***® (1997, 1998) e Shimazu et al.*® (1999), ap6s 20 dias de cultura,
as células do ligamento periodontal de humanos da 3? a 10? passagem, diminuiram a
expresséo de receptores FGFR1 e FGFR2 de membrana, reduzindo assim, a agéo do
bFGF .Com a menor acdo do fator de crescimento, as células comegaram a apresentar
caracteristicas de células osteoblasticas, aumentando a atividade de fosfatase alcalina
e a formacéo de nddulo mineralizados.

Quanto a TGF-B, nenhum estudo indica que este fator de crescimento
tem a capacidade de induzir a diferenciacdo das células do ligamento periodontal.
Porém, quando Chien et al.” (1999) induziram a diferenciacdo das células do
ligamento periodontal de ratos em células com caracteristicas osteoblasticas por meio
de dexametasone, 0s autores observaram que, conforme as células iam se
diferenciando, havia um aumento na expressao de genes para TGF-f 1, 2 e 3, e para
os receptores de TGF-B (TGFB-RI, TGFB-RIII, ALK-2, ALK-3, ALK-6).

Em um estudo realizado por Murakami et al.*® (2003), foram
detectadas duas subpopulacGes de células do ligamento periodontal de humanos. Uma
populacdo de celulas positivas para fosfatase alcalina, que expressavam genes para
sialoproteina 0ssea e osteoclacina e, expressavam um maior numero de receptores
FGFR2 e TGFB-RII, e uma populacdo de células negativas para fosfatase alcalina,
sialoproteina 6ssea e osteocalcina, mas positivas, porém com menor numero de
FGFR2 e TGFB-RII. Nas células positivas, as acdo do bFGF na proliferacdo foi mais

intensa do que na negativa.
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Esses dados sdo importantes pelo fato de indicarem a provavel
especificidade de atuacdo de cada fator de crescimento. Pelos estudos acima parece
que, o bFGF é importante logo no inicio da regeneracdo periodontal, estimulando a
quimiotaxia e a proliferacdo das células do ligamento periodontal. Na proliferacéo,
este fator de crescimento vai estar estimulando tanto as celulas do ligamento com
caracteristicas de fibroblastos como, as com caracteristicas de osteoblastos. Dando
continuidade a esse efeito, o TGF-Bf mais tardiamente, passa a estimular a
proliferacdo celular e segundo Chien et al.” (1999), provavelmente ird exercer um
efeito maior sobre a linhagem de células do ligamento com caracteristicas
osteoblasticas ou apos, as células mesenquimais se diferenciarem em osteoblastos.

Durante esse processo de proliferacdo e diferenciacdo celular, estes
fatores de crescimento atuam sobre a sintese e degradacdo e/ou remodelacdo de
componentes da matriz extracelular como: coldgeno tipos | e Il (colagenos mais
abundantes no ligamento periodontal segundo Romanos et al.*’, 1992), fibronectina
(glicoproteina que promove a unido dos fibroblastos a matriz extracelular segundo
Amar e Chung? 1994), as matrizes de metaloproteases (MMPs) e os inibidores
teciduais das metaloproteases (TIMPS).

As metaloproteases constituem uma familia de 9 endopeptidades
(Quadrol-Anexos)  zinco-calcio  dependentes  secretadas por  neutréfilos
polimorfonucleares, macrofagos, células Osseas e fibroblastos. Estas enzimas

(proteases) estdo envolvidas tanto em eventos fisioldgicos (remodelagdo tecidual,
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erupcdo dos dentes), como em eventos patoldgicos (doenca periodontal). Dentre as
MMPs mais estudadas a MMP-1 (colagenase ou FIB-CL) e a MMP-2
(gelatinase/colagenase tipo 1V ou Mr 72 GL), séo sintetizadas quando a transcri¢cdo
dos seus genes é ativada por fatores de crescimento e outros tipos de citocinas
(exemplo, IL-1pB). Estas MMPs s&o liberadas e armazenadas na matriz extracelular na
forma de proenzimas latentes, que irdo atuar somente quando a plasmina, uma
protease sérica converte-las para forma ativa (BIRKEDAL-HANSEN*, 1993; RYAN
et al.*2, 1996).

O efeito das MMPs pode ser inibido por duas vias: a) através das a-
macroglobulinas, as quais capturam as MMPs ativas e clivam uma regido especifica
destas enzimas, inativando-as e b) pelos inibidores teciduais das metaloproteases
(TIMPs) (BIRKEDAL-HANSEN*, 1993; RYAN et al.*?, 1996).

Os TIMPs por sua vez, podem atuar de duas maneiras: a) eliminando a
protease e b) bloqueando a ativacdo da protease. Esses inibidores sdo amplamente
distribuidos nos fluidos corporais e tecidos, e sdo sintetizados por fibroblastos,
queratindcitos, células endoteliais, mondcitos e macréfagos. Duas formas de TIMPs
ja vém sendo bem estudadas, o TIMP-1 mais efetivo contra as colagenases e 0 TIMP-
2, 0 qual atua mais sobre as gelatinases. Mais recentemente, o TIMP-3 foi isolado, no
entanto, pouco se sabe sobre a sua constituicio e atuacdo (BIRKEDAL-HANSEN?,

1993; RYAN et al.*, 1996).
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Poucos estudos tém sido realizados com o intuito de investigar o efeito
do bFGF e do TGF-f na sintese e degradacdo/remodelacdo de componentes da matriz
extracelular pelas células do ligamento periodontal de humanos. Apesar disso, 0s
dados disponiveis na literatura mostram que o TGF-3 promove aumento da expressao
de mRNA para colageno tipo | e fibronectina (IGNOTZ e MASSAGUE", 1986;
IGNOTZ et al.'® ,1987), embora nestes estudos os autores tenham utilizado
fibroblastos de embrido de aves e cultura priméaria de células do ligamento
periodontal de ratos, respectivamente, as quais diferenciam principalmente, na
expressdo fenotipica em relacdo as células do ligamento periodontal de humanos.

Em cultura primaria de células do ligamento periodontal de humanos, o
TGF-B demonstrou modular a sintese de componentes da matriz extracelular,
aumentando a sintese total de proteinas, logo ap6s as 12 primeiras horas de
incubagdo, atingindo picos com 48 e 60 horas (MAILHOT et al.?*, 1995), e inibindo a
expressdo de genes para MMP-1, com doses de 1 e 10ng/ml de meio de cultura
(ALVARES et al.!, 1995).

Outros efeitos do TGF- porém, observados em cultura primaria de
fibroblastos gengivais humanos, comprovam a sua capacidade anabolica na
regeneracdo dos tecidos periodontais. Nesta linhagem celular, o TGF-B além de
aumentar a expressdo de genes para colageno tipo | e fibronectina, atuou na formacéo
tecidual por meio do aumento da sintese de PAI-1 (um inibidor da reducdo de

plasminogénio em plasmina e conseqlientemente, de procolagenase em colagenase) e
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de TIMP-1, e na reducéo da expressdo de genes para MMP-1(OVERALL et al.*,
1991).

Por outro lado, esse fator de crescimento estimulou os fibroblastos
gengivais a expressarem MMP-2 (OVERALL et al.* 1991), embora nio tenha
alterado a expressdo desta metaloprotease pelas células do ligamento periodontal de
humanos (CHANG et al.®, 2002). No entanto, essa protease é considerada neutra e
importante na remocdo de fibrilas de colageno tipo | de estrutura anormal, as quais
retardam a formacao de novas fibrilas colagenas durante a deposicdo e maturacdo de
matrizes de tecido conjuntivo, como por exemplo, do tecido conjuntivo gengival, do
ligamento periodontal e do osso alveolar (OVERALL et al.>*, 1991).

Contrario ao TGF-B, o bFGF diminui a expressdo de genes para
col&geno tipo | e ndo altera a expressdo de genes para fibronectina e colageno tipo 111
nas células do ligamento periodontal de humanos (TAKAYAMA et al.*?, 1997,
PALMON et al.*®, 2001). Entretanto, esse fator de crescimento promove um aumento
na expressdo de mRNA para laminina (glicoproteina importante para unido das
células endoteliais & matriz extracelular) (TAKAYAMA et al.>?, 1997). A maior
expressdo desse gene significa que o bFGF esta estimulando a angiogénese e
portanto, promovendo a formacdo de novos vasos sanguineos.

Em um estudo realizado por Palmon et al.* (2001), os autores
encontraram que as células do ligamento periodontal de humanos quando incubadas

com o bFGF nas doses de 0.1 a 1ng/ml apresentavam ao mesmo tempo, um aumento
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na expressao de genes para colageno tipo | e MMP-1, e que apds 21 dias, essa
dosagem néo alterava mais a expressao desses genes.

A partir do estudo de Murakami et al.”®

(2003), na qual os autores
conseguiram obter proliferacdo celular com 1ng de bFGF, essa concentracdo pode ser
a mais adequada para estimular as fungdes bésicas das celulas do ligamento
periodontal. Embora, com o bFGF nessa concentracdo tenha promovido aumento na
expressdo de mRNA para MMP-1. Apesar de que, esse aumento na expressao do
gene ndo indica que as células tenham sintetizado a protease e que por sua vez, esta
tenha promovido a degradacdo de fibrilas coldgenas. Mesmo porque, caso a sintese
tenha acontecido, essa colagenase é liberada na forma latente, necessitando ser
ativada como descrito anteriormente.

Além disso, existe a possibilidade do bFGF modular a acéo celular do

|3l

TGF-B e vice-versa. No estudo de Noda e Vogel* (1989), osteoblastos humanos

cultivados na presenca de 0.1 a 10 ng de bFGF/ml de meio de cultura, aumentaram a

expressdo de genes para TGF-B. Edwards et al.'

(1987), conseguiram reduzir a
sintese de procolagenase induzida pelo bFGF em fibroblastos do pulmao, quando as
celulas foram incubadas na presenca de TGF-f.

Esses dados descritos acima revelam a importancia da presenca dos

dois fatores de crescimento na modulacdo das atividades celulares durante a

neoformacdo de tecidos periodontais, e nos faz acredita na possibilidade do emprego
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do bFGF e do TGF-B no tratamento de defeitos periodontais associados ou néo, a
regeneracéo tecidual guiada.

Entretanto, vale ressaltar que os estudos in vitro, ndo podem ser
considerados conclusivos, ja que uma das limitagdes deste tipo de estudo, é que estes
ndo sdo realizados na presenca de outros fatores de crescimento, células e demais
componentes da matriz extracelular, as quais estdo presentes e/ou sdo liberados
naturalmente na area da lesdo periodontal, modulando ou modificando a acdo das
substancias testadas, como demonstrado nos estudos de Noda e Vogel*! (1989) e de
Edwards et al.'® (1987).

Devido a isso, sd0 necessarios mais estudos in vitro e também, em
animais para se chegar a conclusfes de qual é a real acdo dos fatores de crescimento
sobre as células dos tecidos periodontais e qual o melhor modo de aplicagcdo e
concentracdo ideal de cada fator a ser utilizada para estimular a regeneracéo

periodontal.
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3 Proposicao

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos fatores de
crescimento de fibroblastos basico (b-FGF) e de transformacdo de crescimento beta
(TGF-B) aplicados isoladamente e também,combinados sobre: 1) proliferacdo celular;
2) expressdo de genes para sintese de colageno tipos I e 111, metaloproteases-1e -2, e
inibidores teciduais das metaloproteases (TIMPs 1, 2 e 3); 3) sintese de TGF-B e b-

FGF.
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4 Material e método

4.1 Linhagem Celular

No presente estudo foi utilizada uma Unica linhagem de cultura
primaria de células do ligamento periodontal doadas pela Prof2 Dr2 Martha Somerman
da Universidade de Washington. A utilizacdo destas células foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (ver
anexo).

Segundo 0 método proposto por Somerman et al.*® (1988), as células
do ligamento periodontal foram obtidas do terco médio de pré-molares indicados a
extracao por razdo ortodontica, sem sinais aparentes de patologia. Apos a exodontia, e
previamente a obtencdo das amostras de ligamento, realizou-se a lavagem (dos dentes
extraidos), por 5 vezes, com meio de Eagle modificado por Dulbecco” (DMEM)
suplementado com 500 U/mL de penicilina” e 500 ug/mL de estreptomicina” (meio
com 5X de antibioticos), e somente entdo foi feita a raspagem do terco médio da raiz
(para obtencdo das células do ligamento periodontal) e colocagdo das amostras (de
ligamento) em placas para cultura™ de 10x100 mm em incubadora™" a 37°C por 25
minutos para inicio da adesdo ao substrato pléstico do frasco. Entdo, acrescentou-se
4ml de DMEM suplementado com 500 U/mL de penicilina’, 500 ug/mL de

estreptomicina’ e 10% de soro fetal bovino™ (FBS), e os explantes foram incubados a

“ Gibco GRL, Life Technologies
“ Corning Incorporation, NY - USA
" Nuare US Autoflow, Model NU 4500, Plymouth, MN - USA



38

37°C (5% CO,, 95% ar e 98% de umidade) por 12 horas. Em seguida, este meio foi
substituido pelo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS)", 100
U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (meio padréo). Quando as células
comegaram a proliferar ao redor dos explantes, e atingiram confluéncia, estas foram
tripisinizadas com 0,08% tripsina/0,04% EDTA" e entfio, foi feita a “primeira
passagem” para as garrafas de 25cm? de area de crescimento celular. Apés estas
células atingirem confluéncias nessas garrafas, elas foram novamente tripsinizadas,
resuspendidas em DMEM padréo e transferidas para garrafas de 75cm? de area de
crescimento celular. Apos atingirem confluéncia, novamente foram tripsinizadas,
resuspendidas em 10 ml de DMEM, transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas
por 5 minutos a 1500 rpm. Em seguida, o0 meio de cultura foi aspirado e as células
resuspendidas em 3 a 5 ml de DMSO” (meio de congelamento). Cada 0,5 ml desta
suspensdo celular foi transferido para um vial . Todos os vials foram colocados em
um isopor com gelo por 15 minutos e entdo, transferidos para tanques de nitrogénio
liquido, onde as células permaneciam congeladas.

Todos os experimentos foram realizados com as células do ligamento

periodontal entre a 72 e 10? passagens.

“ Gibco GRL, Life Tecnhologies
“ Corning Incorporation, NY - USA
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4.2 Grupos Experimentais

Para avaliar o efeito do b-FGF" e do TGF-B" nos diferentes parametros
empregados no estudo, todos os experimentos foram realizados em triplicata,
utilizando-se os seguintes grupos:

Grupo Controle: células em meio de cultura padrdo sem fator de crescimento
Grupo b-FGF: 1ng ou 10ng de b-FGF/ml de meio de cultura
Grupo TGF-B: 1ng ou 10ng de TGF-B/ml de meio de cultura
Grupo b-FGF +TGF-B: - 1ng b-FGF + 1ng de TGF-B/ml de meio de cultura
- 10ng b-FGF +10ng de TGF-B/ml de meio de cultura
- 1ng b-FGF + 10ng de TGF-B/ml de meio de cultura

- 10ng b-FGF/mL + 1ng de TGF-/ml de meio de cultura

Estas concentracbes de b-FGF e TGF-p foram empregadas devido a
estudos anteriores terem mostrado efeitos significativos na proliferagdo celular
(OATES et al.*?, 1993; TAKAYAMA et al.*?, 1997) e na expressdo de genes para
sintese de colagenos tipo I, 11l e MMP-1 (ALVARES et al.!, 1995; TAKAYAMA et

al.>2,1997; PALMON et al.*, 2001).

“ Invitrogen Corporation, Life Technologies, Carlsbad, CA - USA
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4.3 Teste de Proliferagdo Celular

O efeito mitogénico dos fatores de crescimento foi avaliado pela
mensuracdo de MTS tetrazolium " convertido em formazan pelas células do ligamento
periodontal viaveis. Para tal experimento, as células foram cultivadas com DMEM
padrdo em frascos de 75 cm? de area para crescimento celular. Quando essas células
atingiram uma confluéncia de 70 a 80%, o DMEM padrdo foi substituido pelo
DMEM suplementado com 2% de FBS, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina, e as células incubadas por 24 horas. Apés este periodo, o meio foi
aspirado, as células tripisinizadas e resuspendidas em DMEM com 2% de FBS.
Entdo, utilizando-se a cAmara de Neubauer, foi verificada a concentracdo de células
em cada mL desta suspensdo celular. A partir deste dado, a concentracao de células
no meio de cultura foi ajustada para 2 x 10° células/ml. Em seguida, essas células
foram semeadas em placas para cultivo celular contendo 24 orificios, sendo trés
orificios para cada grupo (triplicata). Em cada orificio foi colocado 1ml de meio de
cultura contendo 2 x 10°céls/ml, e a placa incubada a 37°C (95% de ar, 5%de CO, e
98% de umidade) por um periodo de 8 horas para completa adesdo e “espraiamento”
celular. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e substituido por 1ml de
DMEM com 2% FBS contendo ou ndo os fatores de crescimento de acordo com os

grupos anteriormente descritos.

“ Promega, Madison, WI - USA
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Apos os periodos de 24 e 48 horas de incubacgao, 0 meio de cultura foi
aspirado, as células tripisinizadas e resuspendidas em 0,5ml DMEM com 2% FBS
para cada orificio. Entdo, de acordo com as instru¢fes do fabricante, uma placa para
cultivo celular contendo 96 orificios recebeu 100ul de DMEM com as células
resuspendidas + 20ul de MTS tetrazolium (reagente Gnico que compde o kit) para
cada orificio, sendo o experimento realizado em triplicata. Além disso, seguindo as
préprias instrucbes do fabricante do kit, para a avaliacdo da real absorbancia, foi
necessario incluir um grupo controle negativo (triplicata), a qual era representado por
meio de cultura sem células mais o MTS.

Essa placa foi incubada por 2 horas e ap6s este periodo, a solugdo de
MTS tetrazolium reduzida a formazan pelas células viaveis produziu uma reacdo de
coloracdo, registrada por um leitor de ELISA a 490nm. Essa reagdo de coloragao foi
registrada como nivel de absorbéncia, e para a obtencdo dos resultados, o valor das
leituras do grupo controle negativo foi subtraido do valor das leituras das amostras, e
entdo, foram obtidas as médias e desvios-padrdo da absorbancia das triplicatas de

cada grupo (Tabela 1a — Anexos).
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4.4 Expressao de genes para colageno tipos | e 11, MMP-1 e -2,e

TIMPs 1,2 e 3 pelo RT-PCR

Para avaliar o efeito dos diferentes tipos de tratamento com o b-FGF e
TGFB na expressdo de colageno tipos | e I1l, MMP-1 e -2 e TIMPs 1, 2 e 3, as
células do ligamento periodontal foram cultivadas com meio padrdo em frascos para
cultivo celular de 75 cm? de area de crescimento celular. Quando essas células
atingiram uma confluéncia de 70 a 80%, o meio de cultura padrdo foi substituido por
DMEM suplementado com 2% de FBS, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina, e as células incubadas por 24 horas. Apds as 24 horas, este meio foi
aspirado, as células tripisinizadas e entdo, resuspendidas em DMEM com 2% de FBS
e ajustadas para concentracdo de 2 x 10° céls/ml, conforme descrito anteriormente.
Em seguida, essas células foram semeadas em placas para cultivo celular contendo
seis orificios, sendo trés orificios para cada grupo. Cada orificio recebeu 1ml de meio
de cultura contendo 2 x 10° células mais os fatores de crescimento, de acordo com os
grupos anteriormente descritos. Entdo, as células foram cultivadas por 72 horas, de
acordo com a metodologia descrita por Takayama et al.** (1997) e, ap6s este periodo,
o RNA total foi isolado pelo método da guanidina isotiocianato”™ (Trizol), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante do reagente. Brevemente, apds o periodo de
incubacdo na presenca dos fatores de crescimento, o meio de cultura foi aspirado e as

células foram resuspendidas no proprio Trizol (na proporcédo de 1ml de Trizol para

“ Invitrogen Corporation, Life Technologies, Carlsbag, CA - USA
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cada orificio da placa para cultivo celular). Entdo, cada 1ml do trizol contendo as
células correspondentes a cada grupo experimental, foi transferido para um tubo tipo
“eppendorf”, congelado a —70°C e transferido em gelo seco até o Laboratério de
Imunoparasitologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

Para a extracdo do RNA total, as células em trizol foram
descongeladas, os tubos de eppendorf agitados por 30 segundo e deixados a
temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada 1 ml da suspensdo foi adicionado
0,2 ml de cloroférmio, sendo as amostras centrifugadas a 12000g por 15 minutos a
4°C. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo, ao qual foi adicionado o
mesmo volume de isopropanol, sofrendo agitacdo em “vortex” e incubado por 20
minutos a -20°C para precipitar o0 RNA da fase aquosa. Novamente os tubos foram
centrifugados a 12000g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado em etanol
100%, sendo entdo seco a temperatura ambiente, com o tubo invertido sobre um papel
de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em 50ul de agua deionizada e livre de
RNAse, sendo entdo as amostras armazenadas a —70°C. Uma aliquota de 5ul foi
utilizada para determinar a concentracdo de RNA/ul nas amostras, usando o aparelho
GeneQuant . O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado através de uma reacéo de
transcricdo reversa, com a utilizacdo de uma transcriptase reversa (Superscript 117)

utilizando 5ug de RNA, e tendo como volume final de reacdo 200ul.

“ Pharmacia Amershan Biosciences, EUA
Invitrogen Corporation, Life Technoligies, Carlsbag, CA - USA
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A expressdo quantitativa dos genes para colageno tipos | e llI,
metaloproteases (MMPs) 1 e 2 e inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPs) 1, 2
e 3 foi analisada através de reacdes de RealTimePCR, utilizando-se o sistema
SYBRGreen em um aparelho ABI5700°. Os Primers adequados para tais reacdes
foram criados a partir de sequéncias de mRNA para os genes alvos, do programa
Primer Express, e se encontram descritos, assim como as propriedades de cada
reacdo (concentracdo de primer utilizada, temperatura de annealing, temperatura de
melting, tamanho do fragmento de amplificacdo) na Tabela 9a - Anexos. Para as
reacOes de RealTimePCR, foram utilizados 12,5ul do reagente SYBRGreen Master
Mix", que contém o fluoréforo SYBRGreen 1, a enzima polimerase AmpliTaq Gold,
DNTPs com dUTP , o fluor6foro ROX, utilizado como referéncia passiva para
normalizacdo dos niveis de fluorescéncia e os demais componentes de tampdo, ja
devidamente otimizados), 5ul da solucdo de cDNA (sintetizado como previamente
descrito), 4ul de agua MiliQ tratada com DEPC e 1ul da solu¢do contendo cada
primer (a partir de uma solucdo stock, na qual cada primer se encontra na
concentracdo de 1 ug/ul, eram preparadas aliquotas de modo a ajustar a concentracéo
ideal de primer a ser utilizada em cada reacdo para o volume de 1ul). A reacdo de
amplificacdo compreendeu basicamente 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e
quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de

vinte minutos, com temperatura crescente de 60 a 95°C, empregada para a obtencéo

“ Applied Biosystems, Warrington — Reino Unido
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de uma curva de dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para a analise da
especificidade de amplificagdo. Previamente, as reacdes de RealTimePCR foram
otimizadas com relacéo as concentracdes ideais de cada par de primers e temperatura
de annealing, de modo a maximizar eficiéncia e a especificidade de amplificacéo.
Durante a padronizacdo, os produtos de amplificacdo também foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata 0.2% diluido
em &gua bidestilada, e analisados quanto a sua especificidade através da analise no
gel (analise do tamanho do fragmento de amplificacdo em comparacdo a padrbes de
peso molecular, e analise da presenca ou auséncia de bandas inespecificas). O sistema
utilizado realizou as rea¢es de amplificacdo e deteccdo, e quantificou as amostras (o
termociclador ABI5700 associado ao Software ABI Prism, Applied Biosystems)
através da andlise do nivel de fluorescéncia gerado pela incorporacdo nucleases
fluorogénicas (SYBRGreen 1) aos produtos de amplificacdo durante o curso da
reacdo. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou
ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos aonde a
amplificacdo das amostras, atingiu um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo exponencial das
amostras) que permitiu a analise quantitativa da expressdo do fator avaliado. Para
facilitar a visualizagdo dos resultados, estes foram expressos em ‘fold induction’ ou
alteracdo na expressao relativa ao controle néo tratado (Tabela 2a — Anexos).

Todas as amostras também foram submetidas a reacbes para a

deteccdo de RNA mensageiro para a beta-actina, um gene de expressao constitutiva,
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utilizado como controle positivo da reacdo de amplificagdo. Além disso, os niveis de
expressao de beta-actina foram utilizados para a normalizacdo dos niveis de
expressao do gene alvo. Uma amostra negativa (agua) foi submetida & reacdo com

cada par das seqliéncias dos primers utilizados.

4.5 Analise da sintese de TGF- e b-FGF

A anélise do TGF-B e 0 b-FGF presente no sobrenadante das culturas
de celulas do ligamento periodontal foi quantificado usando o teste ELISA
“sandwich”. Brevemente, as células foram cultivadas com meio padrdo em frascos de
75 cm® de area para crescimento celular. Quando essas células atingiram uma
confluéncia de 70 a 80%, substituiu-se 0 DMEM padréo pelo DMEM suplementado
com 2% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina, e as células incubadas por 24 horas. Apés este periodo, o meio foi
aspirado, as células tripisinizadas, resuspendidas em DMEM com 2% de soro fetal
bovino e ajustadas para concentracdo de 5 x 10* céls/ml. Em seguida, essas células
foram semeadas em placas para cultivo celular contendo 6 orificios, sendo trés
orificios para cada grupo. Para cada orificio colocou-se 1ml de DMEM contendo 5 x
10* céls/ml, e as células permanecerem incubadas a 37°C (95% de ar, 5%de CO, e
98% de umidade) por um periodo de 8 horas para completa adesdo e “espraiamento”

celular. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e substituido por 1ml de
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DMEM com 2% FBS contendo ou nédo os fatores de crescimento de acordo com 0s
grupos anteriormente descritos, e incubadas por 24 horas.

Apos esse periodo, as células ndo aderidas foram removidas por lavagem
com solucdo de tampéo fosfato, realizada 3 vezes em seqiiéncia, e 0 meio substituido
por outro meio sem soro fetal bovino e sem os fatores de crescimento, sendo que as
células permaneceram incubadas durante 24 horas (COLLETA et al.?,1999). Em
seguida, os sobrenadantes contendo a forma latente do TGF-f foram convertidos para a
forma ativa através do tratamento com 0.2 mL de 1 M HCL por 10 minutos em
temperatura ambiente, seguido pela neutralizagdo com 0.2 mL de 1.2 M NAOH em 0.5
M HEPES. As amostras foram avaliadas usando Kit ELISA" de acordo com as
instrucbes do fabricante. Brevemente, 100 pL dos sobrenadantes testados foram
transferidos para placas de cultivo celular de 96 orificios, recobertas com anticorpo
monoclonal contra TGF-f, seguindo-se da incubac¢do durante 1 hora a 37°C. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi aspirado e os orificios lavados 3 vezes com 200 uL de
solucdo tampédo. Entdo, 100 pL de Anti-TGF-f (anticorpo monoclonal conjugado a
peroxidase) foi adicionado em cada orificio e incubado durante 1 hora a 37°C. Este
conjugado foi removido, os orificios lavados como descrito anteriormente, e 100 pL de
solucdo substrato (peréxido de hirogénio estabilizado + tetrametilbenzedine
estabilizado) adicionada a cada orificio e as placas incubadas por 30 minutos

(temperatura ambiente e protegido da luz). A seguir, 100 pL de “stop solution” (0.19 M

“R & D Systems, Minneapolis, MN - USA
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acido sulfarico) foi adicionada e a leitura feita a 450 nm em leitor de ELISA. A
concentracdo do TGF-f foi determinada com referéncia a curva padrdo obtida com as
diferentes diluicdes do TGF-3 recombinante.

Para a anélise do b-FGF também foi utilizado um Kit ELISA”, seguindo
basicamente o mesmo protocolo empregado para o TGF-B, ndo havendo a necessidade
de se realizar o procedimento de conversdo do fator de crescimento da forma latente

para a ativa.

4.6 Analise estatistica

Para os experimentos de proliferacdo celular e sintese de bFGF e TGF-,
as diferencas estatisticamente significantes entre os grupos foram avaliadas, usando o
teste ANOVA, seguido da Comparacdo Mdltipla de Bonferroni para comparagdes
pareadas entre 0s grupos, com nivel de significancia de 5%.

No experimento que avaliou a expressdo de genes, como ndo foi possivel
verificar a hipotese de distribuicdo proxima da normal para os dados, realizou-se a
anélise dos resultados com o teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para
amostras independentes, uma vez que este teste ndo compara apenas a localizagdo das
amostras em cada grupo por meio de postos médios ou médias, mas também é sensivel a
diferengas nas formas gerais da distribuicdo dos dados como, dispersdo e skewness. O

nivel de significancia adotado para este teste foi de 10%.



50

5 Resultado

5.1 Efeitos dos fatores de crescimento na proliferacéo celular

O teste ANOVA revelou haver diferengas (p<0.05) entre 0s grupos
experimentais para os periodos de 24 e 48 horas. Para avaliar quais tipos de
tratamento haviam estimulado a proliferacdo celular, realizou-se a comparacéao
pareada entre as médias dos grupos por meio da Comparacao Mdltipla de Bonferroni.

Na auséncia de ambos os fatores de crescimento (grupo controle), as
células do ligamento periodontal ndo proliferaram em meio de cultura com reduzida
concentracdo de soro fetal bovino nas primeiras 24 horas (Gréaficos 1, 2 e 3). Somente
apos 48 horas, essas ceélulas promoveram a redugdo do MTS em formazan (Graficos
4, 5 e 6), indicando um aumento estatisticamente significante da proliferacdo celular
(0,143+0,041) em relacdo ao grupo controle do periodo de 24 horas (p<0.001)
(Tabela 4a — Anexos).

O tratamento com ambas as doses de bFGF (1 ou 10 ng) ndo aumentou
a proliferacdo celular em relacdo ao controle para os periodos de 24 e 48 horas
(p>0.05) (Tabelas 5a e 6a - Anexos), embora ap6s 24 horas foi observado um
aumento na proliferacdo celular com a dose de 1ng (Gréfico 1 ), enquanto apos 48
horas a mesma dose esteja associada a uma reducdo na absorbéancia (Grafico 4) e,
consequentemente, na proliferacdo celular. Provavelmente, isso ocorreu devido a
desvio-padrdo apresentado pelas amostras do grupo 1ng de bFGF no periodo de 24

horas e do grupo controle no periodo de 48 horas.
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Outro aspecto quanto aos resultados observados no grupo bFGF foi o
fato de ndo haver diferencas no estimulo mitogénico entre as duas doses para ambos
0s periodos (1ng x 10ng bFGF- 24 e 48 h, p>0.05) (Tabelas 5a e 6a - Anexos).
Entretanto, pelo Grafico 7, verifica-se que o bFGF induziu a proliferacdo celular de
maneira tempo-dependente, somente para a dose de 10ng/ml, j& que houve aumento
significativo na proliferacdo celular apés 48 h em comparacdo a mesma dose no
periodo de 24h (p<0.01) Para a dose de 1ng ndo foram observadas diferengas entre
0s periodos (p>0.05).

O TGF-B mostrou ser tempo, mas ndo dose dependente. Isto porque,
ambas as doses (1ng ou 10ng) aumentaram a reducdo do MTS em formazan em
comparacao ao grupo controle somente nas primeiras de 24 horas (p<0.01 e p<0.001,
respectivamente) (Graficos 2 e 5) (Tabelas 5a e 6a — Anexos). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas no estimulo a proliferacdo entre as duas doses para os dois
periodos (p>0.05) (Graficos 2, 5 e 7).

Todas as associa¢Oes de bFGF com TGF- estimularam a proliferacéo
(Graficos 3 e 6) de maneira significante em relacdo ao grupo controle independente
do periodo (p<0.01 — 1ng bFGF + 1ng TGF-B; p<0.001 — demais associagdes; ver
Tabelas 5a e 6a - Anexos). A menor absorbancia e, portanto, o menor estimulo
proliferativo ocorreu com a associacdo das menores doses dos fatores de crescimento
para ambos periodos (Gréafico 3 e 6). No entanto, s houve diferencas estatisticamente

significantes entre essa associacdo e a associacdo das maiores doses (p<0.05) e com
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10ng de bFGF + 1ng de TGF-B (p<0.001) no periodo de 24 horas de tratamento.
Apb6s 48 horas de incubacdo, ndo houve diferengas significativas (p>0.05) na
proliferacdo celular entre os grupos de associacao dos fatores de crescimento.

Apesar disso, um efeito tempo-dependente foi observado com as
associagdes de 1ng de cada fator e de 10ng de cada fator (Gréafico 7). Apds 48 horas,
ambas associagdes induziram a uma maior resposta proliferativa comparadas ao
periodo de 24 horas (p<0.001) (Tabela 4a — Anexos).

Em comparacéo ao uso isolado do bFGF e do TGF-p, a adi¢do de 10ng
de bFGF + 1ng de TGF-B no meio de cultura promoveu um efeito mitogénico

superior apos os periodos de 24 e 48 horas (p<0.001) (Tabelas 5a e 6a — Anexos).
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GRAFICO 1 - Proliferacéo das células do ligamento periodontal cultivadas por 24h
em DMEM suplementado com bFGF. Média = SD do nivel de
absorbancia correspondente ao MTS reduzido a formazan ap6s 2h de

incubacao.
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GRAFICO 2 - Proliferagio das células do ligamento periodontal cultivadas por 24h
em DMEM suplementado com TGF-B. Média = SD do nivel de

absorbancia correspondente ao MTS reduzido a formazan ap6s 2h

de incubac&o.
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GRAFICO 3 - Proliferacio das células do ligamento periodontal cultivadas por 24h
em DMEM suplementado com bFGF associado ao TGF-p. Média +
SD do nivel de absorbancia correspondente ao MTS reduzido a

formazan apds 2h de incubacéo.
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GRAFICO 4 - Proliferacdo das células do ligamento periodontal cultivadas por 48h
em DMEM suplementado com bFGF. Media + SD do nivel de

absorbancia correspondente ao MTS reduzido a formazan apds 2h de

incubagéo.
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GRAFICO 5 - Proliferacio das células do ligamento periodontal cultivadas por 48h
em DMEM suplementado com TGF-B. Meédia + SD do nivel de

absorbancia correspondente ao MTS reduzido a formazan apds 2h de

incubacao.
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GRAFICO 6 - Proliferacio das células do ligamento periodontal cultivadas por 48h
em DMEM suplementado com bFGF associado ao TGF-B. Média +
SD do nivel de absorbancia correspondente ao MTS reduzido a

formazan apds 2h de incubacao.

24 vs 48 horas

0,4
0,35
0,3
0,25 -
0,2 24 horas

0.15 W 48 horas
0,1
0,05 -

Absorbancia

-0,05 G Vi n O Yo s N 52
o) 6, 2 YO YO, %6 o %6 (o)
% R o0 B DR, % K%
(A G R '%)0 G Qox '06)0 OA\X '(\O,o
X N, o %o
Q O) 00 P
SEONIONMON

GRAFICO 7 — Resposta proliferativa das células do ligamento periodontal tratadas

com bFGF e TGF-f, associados ou nédo, por 24 e 48 horas.
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5.2 Efeito dos fatores de crescimento na expressao de genes ao nivel

de RNA mensageiro

Os resultados indicaram que, de maneira geral o tratamento com TGF-
B promoveu efeitos anabolicos nos fibroblastos, representados por estimulo a
transcricdo dos genes de colageno tipos I e Il (Grafico 8) e também um estimulo
mais discreto dos genes dos inibidores teciduais das metaloproteases 1, 2 e 3 (Grafico
10), além da inibicdo das metaloproteases 1 e 2 (Gréfico 9). O oposto foi observado
em relagdo ao tratamento com b-FGF, que promoveu mais estimulos do tipo
catabolico, isto é, aumento da transcricdo dos genes das MMP1 e 2 (Grafico 9), e
inibicdo de coldgeno tipos | e 11l (Gréfico 8) e também dos TIMPs 1, 2 e 3 (Grafico
10).

J& a associacdo dos fatores de crescimento promoveu essencialmente
efeitos anabolicos entretanto, mais discretos do que a utilizacgdo do TGF-B
isoladamente, exceto em relagdo a inducdo da transcricdo dos TIMPs 1, 2 e 3 (Grafico
10) que foi mais potente nas associacfes em que a concentracdo de b-FGF e TGF-p
era a mesma, ou quando a concentracdo de TGF- era maior do que a de b-FGF. Na
associacdo de 1 ng de TGF-B e 10ng de b-FGF percebe-se que os efeitos catabdlicos
do b-FGF, ja observados com a utilizacdo isolada do b-FGF, se sobrepbe de forma
perceptivel, embora discreta (Gréficos 8, 9 e 10).

Devido a impossibilidade de verificar a hipotese de distribuicdo

préxima da normal para os dados, realizamos a analise dos resultados com o teste ndo
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paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para amostras independentes. Considerando o
reduzido tamanho da amostra, o nivel de significancia aceito para rejeitar a hipdtese
de nulidade foi de 10%. A Tabela 7a (Anexos) apresenta as diferencas observadas
entre 0s grupos, segundo as comparacdes realizadas, apenas com a finalidade de
auxiliar na observacdo das diferengas entre os tratamentos nos gréaficos.

E interessante notar que embora um efeito dose-dependente tenha sido
observado para o TGF-B em relacdo a expressdo de coldgeno e MMPs, 0 aumento da
dose de b-FGF ndo promoveu diferencas significativas nos resultados, exceto para a

expressao de TIMP-1.
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GRAFICO 8 - Expressdo relativa dos genes colageno tipo | e colageno tipo 111
segundo o tratamento realizado. Resultados normalizados para beta-
actina. Colunas indicam media da alteracdo em relagdo ao controle
ndo tratado, e as barras verticais 0 desvio padrdo (experimentos
realizados em triplicata).
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GRAFICO 9 - Expresséo relativa dos genes MMP-1 e MMP-2 segundo o tratamento
realizado. Resultados normalizados para beta-actina. Colunas indicam
média da alteracdo em relacdo ao controle ndo tratado, e as barras
verticais o desvio padrao (experimentos realizados em triplicata).
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Gréfico 10 - Expresséo relativa dos genes TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 segundo o
tratamento realizado. Resultados normalizados para beta-actina.
Colunas indicam média da alteracdo em relacdo ao controle néo
tratado, e as barras verticais o desvio padrdo (experimentos realizados
em triplicata).
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5.5 Efeito dos fatores de crescimento na sintese de TGF-f e b-FGF

Os resultados do teste ELISA indicaram que, somente o tratamento com a
associacdo de 1ng de cada fator de crescimento, estimulou a células a sintetizarem o
TGF-B na concentracdo de 335,16 + 101,65 pg/mL. Nos demais grupos, ndo foram
detectada a presenca deste fator de crescimento no sobrenadante.

Quanto a sintese de bFGF, este fator de crescimento foi encontrado no
sobrenadante de todos os grupos (Tabela 3a — Anexos) (Gréfico 11), e o teste ANOVA
mostrou haver diferencas entre os grupos (p<0.05). Para verificar qual tratamento
estimulou mais as células do ligamento periodontal a sintetizarem o bFGF, o teste de
Comparagdo Multipla de Bonferroni foi empregado.

Os resultados indicaram que as células incubadas na presenca de 10ng de
bFGF apresentaram uma maior sintese deste fator de crescimento comparadas ao grupo
controle (p<0.001), e a grupo TGF-B (p<0.001) (Tabela 8a - Anexos). Além disso, o
tratamento com o bFGF modulou a sintese dele mesmo de maneira dose-dependente, ja
que houve uma diferenca estatisticamente significante entre as doses de 10ng e 1ng de
bFGF (p<0.05).

Quando os fatores de crescimento foram associados, a maiores
concentrages de bFGF foram encontradas nos sobrenadantes das células tratadas com
as associacfes que continham 10ng de bFGF (Gréfico 11). Porém, a maior dose de
bFGF associada a menor dose de TGF-f promoveu uma maior sintese (p<0.001)

comparada a associacdo das maiores doses de cada fator (Tabela 8a - Anexos).
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GRAFICO 11 - bFGF presente no sobrenadante segundo o tratamento realizado.

Colunas indicam a sintese média em pg/mL, e as barras verticais o desvio
padrédo (experimento realizado em triplicata).
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6 Discussao

Atualmente, acredita-se que as células do ligamento periodontal séo
fundamentais para a regeneracdo dos tecidos periodontais perdidos em decorréncia da
progressdo da doenca periodontal destrutiva, sendo necessaria a sua migracao,
insercdo e proliferacdo sobre a superficie radicular, visando a sintese de componentes
do tecido conjuntivo e a diferenciacdo em outros tipos celulares como o0s osteoblastos
e cementoblastos.

Associado a esse conceito considera-se também que, existem certos
mediadores quimicos, como os fatores de crescimento, envolvidos com a
coordenacdo de todos os eventos celulares, sendo o fator de crescimento de
fibroblasto basico e o fator de transformacdo de crescimento beta, alguns dos
mediadores que podem ter importante participagdo no processo de regeneracdo
periodontal.

De fato, alguns estudos in vitro mostraram a capacidade de ambos 0s
fatores de crescimento em estimular a proliferacdo (TERRANOVA et al.>’, 1989;
OATES et al.*?,1993; DENNISON et al.’, 1994; TAKAYAMA et al.***3, 1997, 1998;
MURAKAMI et al.?®%°, 1999, 2003; SHIMAZU et al.***, 1999, 2003) e a sintese de
componentes da matriz extracelular IGNOTZ e MASSAGUE", 1986; IGNOTZ et
al.’® 1987; ALVARES et al.", 1995; CHANG et al.?, 2002; MAILHOT et al.**, 1995;

TAKAYAMA et al.>?, 1997; MURAKAMI et al.?®, 1999, PALMON et al.**® 2000,
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2001; SHIMAZU et al.**; 2003) enquanto que, alguns estudos realizados em cées,
vém confirmar o efeito clinico representado pela maior regeneracdo de 0sso alveolar
com o TGF-p (MOHAMMED et al.?’, 1998; WIKESJO et al.*®, 1998), e de
ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular com o bFGF (MURAKAMI
et al.?®%° 1999, 2003; ROSSA Jr et al.**, 2000; TAKAYAMA et al.>*, 2001).

Entretanto, até 0 momento, ndo se sabe como as células do ligamento
periodontal responderiam & associacdo do bFGF ao TGF-B. Por esse motivo, 0
presente estudo empregou algumas metodologias com o objetivo de avaliar as reagdes
das células do ligamento periodontal de humanos nas primeiras horas apés a adicéo
destes fatores de crescimento associados. Além disso, duas concentragdes dos fatores
de crescimento foram estudadas, visando a melhor compreenséo do efeito dose versus
atividades celulares.

Em relacdo a proliferacdo, quando os fatores de crescimento foram
adicionados isoladamente ao meio de cultura, era esperado um aumento na resposta
celular de maneira dose-dependente para o bFGF e TGF-B, e tempo-dependente
somente para 0 TGF-B. No entanto, ambas as doses de bFGF ndo aumentaram a
proliferacdo celular em nenhum dos periodos de incubagdo. Entretanto, apesar da
grande variabilidade dos resultados encontrados na literatura, em geral, a dose de
10ng de bFGF tem exercido maior efeito mitogénico (TAKAYAMA et al.****, 1997,
1998; MURAKAMI et al.®®, 1999; SHIMAZU et al.**, 2003). Quanto ao efeito tempo

de exposicdo ao bFGF, ndo é possivel afirmar que esse fator ndo influencia na
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resposta mitogénica tal como observado neste estudo, ja que na literatura, todos os
trabalhos estudaram o efeito do bFGF em um Unico periodo.

O fator de transformacao de crescimento beta tanto na concentracéo de
Ing como de 10ng em ambos periodos estimulou a proliferacdo celular. Esse
resultado concorda em parte com estudo de Oates et al.*? (1993), na qual as células do
ligamento periodontal de humanos proliferaram mais quando incubadas com 1ng de
TGF-B, sendo que essa proliferacdo somente ocorreu apds 48 horas.

Alguns fatores podem ter contribuido para as diferencas entre os
resultados do presente estudo e dos dados encontrados na literatura. O primeiro a ser
considerado, € 0 método empregado para avaliar a proliferacdo celular. No presente
estudo, foi utilizado um método na qual, a transformacdo de MTS em formazan pelas
células viaveis, produzia uma reacdo de coloracdo registrada como absorbancia.
Entdo, quanto maior o nivel de absorbancia, pressupde-se a presenca de um maior
numero de celulas. Por outro lado, os demais estudos, utilizaram a incorporagédo de
substancia radiotiva no DNA celular. Esse segundo método garante uma maior
precisdo dos resultados, ao passo que, a variagdo na intensidade da coloracdo é mais
sensivel, podendo ocasionar uma maior discrepancia dos resultados entre as amostras
do mesmo grupo.

O segundo fator estd relacionado as caracteristicas inerentes as
linhagens celulares empregadas em cada estudo. Embora o presente estudo tenha

utilizado cultura primaria de células do ligamento periodontal obtidas a partir de pré-
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molares indicados para exodontia por razfes ortoddnticas, tal como, na metodologia
dos estudos disponiveis na literatura (TAKAYAMA et al.>>*3, 1997, 1998; OATES et
al.*, 1993; DENNISON et al.?, 1994; MURAKAMI et al.?®, 1999; SHIMAZU et
al.*®, 2003), diferencas relacionadas aos préprios doadores como, variacoes
genotipicas, envolvimento sisttmico e idade, e as relacionadas as proprias células
como, o grau de diferenciacdo celular, ou seja, 0 niumero de passagens (cultivos) a
partir da cultura inicial as quais as células foram submetidas até o seu uso, podem
influenciar na capacidade e/ou na quantidade de receptores para o bFGF e TGF-B
expressos pelas células, e conseqiientemente, na resposta celular as estas substancias.

Embora ndo tenha sido pesquisada a expressdo de receptores para
bFGF e TGF-B, acredita-se que, a diferenca entre as passagens celulares utilizadas no
presente estudo (72 - 10%) e nos demais (3% a 5%) ndo tenha influenciado em relagdo ao
numero de receptores pelo menos, para o bFGF. Isto porque, o trabalho de Shimazu et
al.*® (1999), mostrou que as células do ligamento periodontal de humanos, no
apresentam diferencas quanto ao numero de receptores FGFR1 e FGFR2 entre a 32 e
10?2 passagens. Além disso, é possivel acreditar também, que o grau de diferenciacdo
celular ndo tenha reduzido o nimero de receptores para o TGF-, pois Somerman et
al.*® (1990) mostraram que, dentro de uma mesma linhagem, as células do ligamento
periodontal ndo sofrem alteracdes fenotipicas da 12 até a 10% passagem.

Mas as diferencas quanto aos tipos e quantidade de receptores

expressos, pode estar relacionada a propria expressdo fenotipica de cada linhagem
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estabelecida, ja que existem diferentes subpopulagdes de células do ligamento

periodontal como identificado por Murakami et al.?

(2003) em humanos, e por Gao
et al."® (1998), em ratos. No presente estudo, como o bFGF e o TGF-p utilizados
isoladamente, mostraram-se capazes de influenciar na expressdo de genes para
coldgeno, TIMPs e metaloproteases, acredita-se que estas células do ligamento
periodontal apresentem receptores para ambos os fatores de crescimento.

Entretanto, diante da metodologia empregada, ndo € possivel
determinar quais e quantos receptores estas expressaram. Pode-se supor que as
células expressavam um grande nimero de receptores para bFGF e menor, para o
TGF-B de tal maneira, que a maior dose de bFGF (10ng) nédo tenha sido suficiente
para estimular ao maximo a proliferacdo celular enquanto que, a dose de 1ng de TGF-
B j& foi o suficiente para estimular a mitose celular. Ou entdo, que o nimero de
receptores para o bFGF sejam tdo baixos, que esse fator de crescimento até na menor
concentracdo ndo foi capaz de exercer o seu efeito mitogénico.

Porém, quando ambos fatores de crescimento foram adicionados ao
meio de cultura principalmente, a maior dose de bFGF associada a menor TGF-$, a
proliferacdo celular foi superior ao grupo controle e ao uso isolado de ambos fatores,
para os periodos de 24 e 48 horas. Essa mesma associacdo estimulou as células a
sintetizarem uma maior quantidade de bFGF comparada aos demais grupos. Entéo,
esse concentracdo de bFGF recém sintetizado pode ter sido necessaria para este fator

de crescimento unir-se aos receptores livres e estimular a proliferacdo celular, caso a
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suposicao de que as células apresentem muitos receptores seja valida. Por outro lado,
essa associacdo pode ter estimulado também, a expressdo de receptores para o bFGF,
aumentando o campo de atuacdo deste fator.

Diante desta observacdo, pode-se acreditar que o TGF-B por algum
mecanismo desconhecido, atuou na modulacdo da sintese de bFGF pelas células do
ligamento periodontal de humanos, e que essa modulacdo somente foi expressiva,
quando os fatores de crescimento estavam associados (exceto para a associagdo das
menores doses), ja que o TGF-p isoladamente, ndo foi capaz de aumentar a sintese de
bFGF comparado ao grupo controle.

No entanto, para verificar se 0 TGF-f realmente modula a sintese e até
mesmo, a acdo do bFGF, as células primeiramente deveriam que ter sido incubadas
somente com o TGF-B, e posteriormente, 0 meio de cultura substituido por outro
contendo somente 0 bFGF, semelhante ao estudo de Oates et al.*? (1993), na qual os
autores avaliaram o efeito do TGF-$3 sobre o0 PDGF. Todavia, essa metodologia néo
simularia uma situacéo clinica, j& que ao tratar uma lesdo periodontal, os dois fatores
de crescimento tém que ser aplicados ao mesmo tempo como realizado no estudo
atual.

Por outro lado, a0 mesmo tempo que, a dose de 1ng de TGF-B
associada a 10ng de bFGF foi capaz de estimular a sintese de bFGF e potencializar a
o estimulo a proliferacdo celular, esta concentracdo de TGF- ndo conseguiu anular o

efeito primariamente catabolico do bFGF na sintese de componentes da matriz
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extracelular. Esse efeito catabdlico foi representado pelo aumentou na expressao de
genes para as MMP-1 e MMP-2, e inibiu a expressdo para os TIMPs e para 0s
colagenos tipos | e Ill, resultado semelhante ao produzido pelo bFGF quando
empregado isoladamente. Isso pode ter ocorrido pelo fato desta associacdo ter
aumentando a sintese de bFGF, ou até mesmo, pelo aumento na expressdo de
receptores FGFR1 e/ou FGFR2, favorecendo a acdo do bFGF sobre as células do
ligamento periodontal.

Esse efeito proteolitico do bFGF pode ser necessario na fase inicial da
cicatrizacdo periodontal. Neste momento, ha necessidade de aumento das colagenases
para que estas possam promover a remocao dos fragmentos de colégeno e outros
componentes da matriz extracelular degradados no processo patogénico, antes que 0s
fibroblastos e demais células, iniciem a deposicdo de colagenos, fibronectina,
proteoglicanos, e outros componentes da matriz extracelular (WIKESJO et al.®,
1992). Como exemplo, 0 aumento na expressao da MMP-2, promovida por esse fator,
pode ser de extrema importancia, j& que esta metaloprotease esta relacionada a
remocdo de colageno tipo | que apresentam estrutura anormal, 0s quais estariam
retardando a formacdo de fibrilas colagenas durante a deposi¢cdo e maturacdo das
matrizes teciduais (OVERALL et al.>, 1991).

Nas fases mais avancadas da cicatrizacdo das lesdes periodontais,

onde ha necessidade de formacdo tecidual, esse efeito catabolico do bFGF tem que

ser “substituido” pelo efeito anabdlico do TGF-B. Isso pode ocorrer naturalmente
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através da propria reducdo de expressdo de receptores FGFR1 e FGFR2 pelas células
do ligamento periodontal (TAKAYAMA et al.”, 1998), ou ent#o, pela associacdo de
uma concentracdo de TGF-B que seja capaz de anular ou modular o efeito proteolitico
do bFGF.

De fato, essa segunda suposicao é possivel, ja que todas a associagdes
destes fatores de crescimento exceto, 10ng de bFGF com 1ng de TGF-f, atuaram na
inibicdo da transcricdo de genes para as MMP-1 e -2, aumentando a expressao
col&geno tipos I e 111, e TIMPs 1, 2 e 3, semelhante ao observado quando as células
foram incubadas somente na presenca do TGF-p.

A “anulacdo” ou “compensacdo” do efeito proteolitico do bFGF pelo
TGF-B pode ter sido alcancado, por meio de varios mecanismos. A primeira
possibilidade seria o fato de bFGF aumentar a sintese de TGF-f3 como observado por
Noda e Vogel*! (1989), o que levaria a uma sobreposicdo dos efeitos deste fator de
crescimento. No entanto, no sobrenadante celular, somente foi detectada a presenga
de TGF-B quando, associou-se as menores doses de cada fator. Entdo, de acordo com
esses resultados e possivel acreditar, que a sintese de TGF-B por esta linhagem
utilizada, somente ocorra na presenca de ambos, bFGF eTGF-f3, e que essa associagdo
tenha um efeito dose-dependente.

Por outro lado, os fatores de crescimento podem estar atuando de
maneira independente nas atividades celulares, ou seja, 0 bFGF aumenta a expressao

dos genes proteoliticos, mas isso € compensado pelo efeito formativo do TGF-p.
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Realmente, Edwards et al.’® (1987) verificaram em fibroblastos humanos do trato
respiratorio inferior, que o TGF-f tem a capacidade de atenuar a expressdo de mMRNA
para procolagenase aumentada pelo bFGF.

Um outro mecanismo pelo qual o TGF-f estaria modulando a resposta
celular ao bFGF, seria através da sinalizacdo intracelular. Apesar do bFGF e do TGF-
f terem receptores especificos na membrana celular, apdés a unido deste fatores de
crescimento aos seus receptores, as vias pelas quais ambas substancias irdo sinalizar a
transcri¢do dos diferentes genes por via autdcrina podem ser semelhantes.

Embora ja tenha sido demonstrado que a sinalizacdo do TGF-3 ocorra
por meio da fosforilagdo dos receptores tipos | e Il serina/teonina kinase e
participacdo de Smads, existe a possibilidade deste fator de crescimento promover a
sinalizacdo intra-celular através do padrdo ERK/MAP kinase (SHI e MASSAGUE*,
2003). Esta constitui a principal via de sinalizacéo utilizada pelo bFGF nas células do
ligamento periodontal de humanos (SHIMAZU et al.*®, 2003).

E importante considerar que no presente estudo a inibicdo da
transcricdo de mRNA para os TIMPs néo resultou num aumento expressivo para as

metaloproteases como observado por Overall et al.*®

(1991). Principalmente, em
relacdo a concentracdo de 1ng de TGF-f, a qual inibigcdo da expresséo dos TIMPs- 2
e 3 foi acompanhada pela reducéo do genes para as MMPs-1 e -2.

Contudo, vale ressaltar que a expressdo de genes para uma

determinada proteina n&o significa que a célula ira sintetiza-la. Para ter a total certeza
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de que as células ao serem estimuladas pelo bFGF iriam realmente aumentar a sintese
de metaloproteases e inibir de colageno e dos TIMPs, seria necessario realizar o teste
ELISA para deteccdo de todas essas proteinas no sobrenadante celular. Além disso, as
metaloproteases, quando sintetizadas, sdo liberadas para a matriz extracelular na
forma latente, e somente irdo atuar quando receberem algum estimulo que permita a
sua ativagdo. Ademais, a inibicdo das MMPs pelos TIMPs é um fenbmeno que ocorre
apOs ambas as proteinas terem sido sintetizadas, entdo o TGF-beta pode ter o efeito
de reduzir a expressdo de ambos, MMPs e TIMPs, ainda a nivel de RNAm, antes,
portanto, da proteina estar presente e disponivel para exercer seus efeitos bioldgicos.
Desta forma, a inibicdo das MMPs pelo TGF-beta ocorreria a nivel transcricional e
n&o indiretamente, via aumento na expressao dos TIMPs.

Portanto, para considerar 0 bFGF como um mediador quimico de acao
proteolitica, seria necessario uma complementacdo na metodologia do estudo, o que
ajudaria também, na melhor compreensdo dos reais efeitos deste e de outros fatores
de crescimento. Além disso, seria interessante e necessario avaliar uma das principais
atividades do bFGF, a sua capacidade de estimular a angiogénese, a qual ndo foi
verificada neste trabalho. Uma vez que, a angiogénese é fundamental no processo
regenerativo e, atualmente, desconhece-se o papel dos fibroblastos do ligamento
periodontal neste fendmeno.

Ademais, os resultados obtidos em relagdo a associacdo do bFGF com

0 TGF-B ndo podem ser considerados conclusivos, ja que na literatura, ndo ha estudos
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que avaliaram in vitro essa associagdo na modulacdo das atividades das células do
ligamento periodontal. Entretanto, dentro das limitacGes do estudo, podemos afirmar
que ha possibilidades na utilizagdo do bFGF associado ao TGF-B na terapia
regenerativa do periodonto, ja que esses influenciaram positivamente a proliferacéo e
a expressdao de genes de componentes da matriz extracelular pelas células do
ligamento periodontal de humanos. Além disso, pelos resultados parece que a
aplicacdo sequencial, ou seja, a liberagdo destes fatores de crescimento de forma
sucessiva por dispositivos de liberacdo controlada, pode ser mais vantajosa do que a
aplicacdo simultanea, uma vez que, neste ultimo caso, os efeitos de um fator de
crescimento podem antagonizar com os do outro.

Desta maneira, parece que mais estudos in vitro e in vivo aplicando o bFGF e
0 TGF-B associados a outros moduladores da resposta bioldgica, como o EGF,
PDGF, IGF e as BMPs sdo fundamentais para estabelecermos o real papel de cada um

no processo da regeneracdo periodontal.
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7 Conclusao

De acordo com a metodologia e os resultados encontrados pode-se
concluir que:

1) Somente o TGF-B aplicado isoladamente apresentou efeito
mitogénico sobre as células do ligamento periodontal independente do periodo de
avaliacdo. O bFGF somente estimulou a proliferacdo celular quando associado ao
TGF-B;

2) TGF-B e bFGF exerceram efeitos antagonicos na expressdo dos
genes avaliados. O TGF-B proporcionou um aumento na expressdo de genes para
colageno tipo 1 e 111, TIMPs 1, 2 e 3, e inibiram a expressédo para MMP-1 e MMP-2

enquanto que, o bFGF apresentou efeito inverso.

3) O uso associado de 10ng de bFGF com 1ng de TGF-f3 apresentou

efeito catabolico semelhante ao uso isolado do bFGF;

4) Em relacdo ao estimulo autdcrino para sintese de bFGF e TGF-f,
todas as associacdo de ambos os fatores de crescimento e o uso isolado do bFGF
estimularam as células do ligamento periodontal a sintetizarem o bFGF. No entanto,
somente a associacdo das menores doses de cada fator de crescimento foi capaz de

estimular a sintese de TGF-p.
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Tabela 1a — Médias e desvio-padrdo das absorbancias segundo

tratamento realizado (n=3).

Média * s.d. Média * s.d.

GRUPOS 24horas 48horas
Controle (-)0,0026 £ 0,02 0,143 + 0,041
1ng bFGF 0,051 £ 0,032 0,087 + 0,018
IngTGF 0,116 £ 0,041 0,129 + 0,004
10ng bFGF 0,107 £ 0,012 0,119 + 0,032
10ng TGF 0,146 £ 0,037 0,199 £ 0,027
1bFGF + 1ng TGF 0,127 £ 0,008 0,268 £ 0,039
10bFGF + 10ng TGF 0,225 + 0,037 0,291 £ 0,018
1bFGF + 10ng TGF 0,215 £ 0,010 0,332 + 0,006
10bFGF + 1ng TGF 0,285 + 0,042 0,341 + 0,056

Tabela 2a — Expressdo relativa dos genes Coll, Col I1l, MMP-1, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-3

em relacdo a expressdo de beta-actina, segundo tratamento realizado (n=3).

GENES
TRATAMENTO | COLI  COLIII  MMP-1 MMP-2 TIMP-1 TIMP-2  TIMP-3
TGF 1ng 6,96+0,98 2,76 +0,49 (-)2,07 20,60 (-)2,44 +0,284,97 +0,86 2,70+0,88 7,91 +3,98
TGF 10ng 13,99 + 2,94 10,80 + 5,50 (-)4,40 +1,66(-)8,89 +1,640,94 + 1,00 (-)0,15 0,90 (-)0,36 +0,60
b-FGF 1ng (-)1,14 £0,22 (-)1,40 +0,351,84 + 0,77 7,62+9,28 (-)0,33 +1,16(-)1,20 £0,19(-)1,61 +0,51
b-FGF10ng  |(-)1,67 +0,65(-)1,14+0,223,12+0,71 2,42+1,80 (-)3,90 +3,32 (-)1,45 +2,43(-)2,90 +2,45
1TGF + 1bFGF [551+4,01 326+1,78 (-)0,47 +1,87(-)1,90+0,573,10 +148 167+0,36 1,33+0,13
10 TGF+10bFGF[3,09 + 1,32 4,35+2,22 (-)1,50 +3,30(-)6,70 +0,983,84 + 0,63 2,70 +0,46 2,70+ 0,45

1TGF + 10 bFGF
10 TGF + 1bFGF

(-)1,09 £0,06 (-)0,72 +1,550,55 + 1,40 2,04+ 0,96 (-)2,01 +1,44(-)2,74 +2,74(-)0,68 +1,63
977750 7,31+504 (-)0,51+1,41(-)1,41+0,142,00£074 2,35+105 223+111




Tabela 3a - Médias e desvio-padrao da

concentracdo de bFGF em

pg/mL,

segundo

tratamento

realizado (n=3).

GRUPOS MEDIA + SD (pg/ml)
Controle 6,08 £ 2,64
1ng Bfgf 9,80 + 3,80
1ng TGF 1,97 +£0,82
10ng bFGF 16,5+ 2,66
10ng TGF 5,17+ 1,09
1ng bFGF + 1ng TGF 5,63+1,09
10ng bFGF + 10ng TGF 29,11 + 0,46
1ng bFGF + 10ng TGF 21,57 +1,64
10ng bFGF + 1ng TGF 36,39 + 0,29
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Tabela 4a — Comparacdo das médias de absorbancia entre os periodos de 24 e 48

horas, usando o teste de Comparacdo Mdltipla de Bonferroni.

Grupos Experimentais — Diferenca
Comparacdes média t p IC 95% da diferenca
Controle vs Controle 0,1457 5798 P<0.001 0.07155t0 0.2198
1bFGF vs 1Bfgf 0,03633 1,446 P >0.05 -0.03779t0 0.1105
1TGF vs 1TGF 0,013 0,5174 P >0.05 -0.06112 to 0.08712
10bFGF vs 10bFGF 0,1083 4,312 P <0.01 0.03421 to 0.1825
10 TGF vs 10TGF 0,053 2,109 P > 0.05 -0.02112t0 0.1271
1bFGF+ 1TGF vs 1bFGF+1TGF 0,141 5,612 P <0.001 0.06688 to 0.2151
10bFGF+ 10TGF vs 10bFGF+10TGF 0,067 2,667 P >0.05 -0.007121to 0.1411
1bFGF + 10TGF vs 1bFGF+10TGF  0,1173 4,67 P <0.001 0.04321t00.1915
10 bFGF+ 1TGF vs 10bFGF+1TGF  0,05567 2,216 P > 0.05 -0.01845 t0 0.1298
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Tabela 5a - Comparagdo das médias de absorbancia entre os grupos celulares
cultivados 24h com o bFGF e/ou TGF-B, usando o teste de Comparacdo Multipla de

Bonferroni.

Grupos Experimentais - Diferenca

Comparacdes média t p IC 95% da diferenca

controle x 1bFGF -0,05333 2,172 P >0.05 -0.1460 to 0.03933
controle x 1TGF -0,1187 4,833 P <0.01 -0.2113to -0.02600
controle x 10 bFGF -0,01333 0,5431 P>0.05 -0.1060 to 0.07933
controle x 10TGF -0,1487 6,055 P <0.001 -0.2413 to -0.05600
controle x 1bFGF+ 1TGF -0,13 5,295 P <0.01 -0.2227 to -0.03733
controle x 10bFGF+ 10TGF -0,2273 9,259 P <0.001 -0.3200 to -0.1347
controle x 1bFGF+ 10TGF -0,2173 8,852 P <0.001 -0.3100to-0.1247
controle x 10bFGF+ 1TGF -0,288 11,73 P <0.001 -0.3807 to -0.1953
1bFGF x 1TGF -0,06533 2,661 P >0.05 -0.1580to 0.02733
1bFGF x 10bFGF 0,04 1,629 P >0.05 -0.05267 to 0.1327
1bFGF x 10TGF -0,09533 3,883 P <0.05 -0.1880 to -0.002667
1bFGF x 1bFGF+ 1TGF -0,07667 3,123 P>0.05 -0.1693to 0.01600
1bFGF x 10bFGF+ 10TGF -0,174 7,087 P <0.001 -0.2667 to -0.08133
1bFGF x 1bFGF+ 10TGF -0,164 6,68 P <0.001 -0.2567 to -0.07133
1bFGF x 10bFGF+ 1TGF -0,2347 9,558 P <0.001 -0.3273to -0.1420
1TGF x 10bFGF 0,1053 4,29 P <0.05 0.01267 to 0.1980
1TGF x 10TGF -0,03 1,222 P>0.05 -0.1227 to 0.06267
1TGF x 1bFGF+ 1TGF -0,01133 0,4616 P >0.05 -0.1040to 0.08133
1TGF x 10bFGF+ 10TGF -0,1087 4,426 P <0.05 -0.2013to -0.01600
1TGF x 1bFGF+ 10TGF -0,09867 4,019 P <0.05 -0.1913to -0.006000
1TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,1693 6,897 P <0.001 -0.2620 to -0.07667
10bFGF x 10TGF -0,1353 5,512 P <0.01 -0.2280 to -0.04267
10bFGF x 1bFGF+ 1TGF -0,1167 4,752 P <0.01 -0.2093 to -0.02400
10bFGF x 10bFGF+ 10TGF -0,214 8,716 P <0.001 -0.3067 to -0.1213
10bFGF x 1bFGF + 10TGF -0,204 8,309 P <0.001 -0.2967 to -0.1113
10bFGF x 10bFGF + 1TGF -0,2747 11,19 P <0.001 -0.36731t0-0.1820
10TGF x 1bFGF+ 1TGF 0,01867 0,7603 P>0.05 -0.07400to00.1113
10TGF x 10bFGF+ 10TGF -0,07867 3,204 P>0.05 -0.1713to 0.01400
10TGF x 1bFGF+ 10TGF -0,06867 2,797 P >0.05 -0.1613to 0.02400
10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,1393 5,675 P <0.001 -0.2320 to -0.04667
1bFGF+ 1TGF x 10bFGF+ 10TGF -0,09733 3,964 P <0.05 -0.1900 to -0.004667
1bFGF+ 1 TGF x 1bFGF+ 10TGF  -0,08733 3,657 P >0.05 -0.1800 to 0.005333
1bFGF+ 1TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,158 6,435 P <0.001 -0.2507 to -0.06533
10bFGF+ 10TGF x 1bFGF+ 10TGF 0,01 0,4073 P >0.05 -0.08267 to 0.1027
10bFGF+ 10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,06067 2,471 P>0.05 -0.15331t0 0.03200
1bFGF+ 10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,07067 2,878 P >0.05 -0.1633to 0.02200
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Tabela 6a - Comparacdo das médias de absorbancia entre os grupos celulares cultivados 48h

com o bFGF e/ou TGF-f, usando o teste de Comparacdo Multipla de Bonferroni

Grupos Experimentais - Diferenca
Comparacdes média t p IC 95% da diferenca
controle x 1bFGF 0,056 2,18 P >0.05 -0.04094 to 0.1529
controle x 1TGF 0,014 0,5451 P>0.05 -0.08294to 0.1109
controle x 10 bFGF 0,024 0,9344 P>0.05 -0.07294to 0.1209
controle x 10TGF -0,056 2,18 P >0.05 -0.1529 to 0.04094
controle x 1bFGF+ 1TGF -0,1253 4,88 P <0.01 -0.2223to -0.02839
controle x 10bFGF+ 10TGF -0,1487 5,788 P <0.001 -0.2456 to -0.05172
controle x 1bFGF+ 10TGF -0,189 7,358 P <0.001 -0.2859 to -0.09206
controle x 10bFGF+ 1TGF -0,198 7,709 P <0.001 -0.29491t0-0.1011
1bFGF x 1TGF -0,042 1,635 P>0.05 -0.1389 to 0.05494
1bFGF x 10bFGF -0,032 1,246 P>0.05 -0.1289 to 0.06494
1bFGF x 10TGF -0,112 4,36 P <0.05 -0.2089 to -0.01506
1bFGF x 1bFGF+ 1TGF -0,1813 7,06 P <0.001 -0.2783to -0.08439
1bFGF x 10bFGF+ 10TGF -0,2047 7,968 P <0.001 -0.3016 to -0.1077
1bFGF x 1bFGF+ 10TGF -0,245 9,538 P <0.001 -0.3419to -0.1481
1bFGF x 10bFGF+ 1TGF -0,254 9,889 P <0.001 -0.3509to -0.1571
1TGF x 10bFGF 0,01 0,3893 P>0.05 -0.08694 to 0.1069
1TGF x 10TGF -0,07 2,725 P>0.05 -0.1669 to 0.02694
1TGF x 1bFGF+ 1TGF -0,1393 5,425 P <0.01 -0.23631t0-0.04239
1TGF x 10bFGF+ 10TGF -0,1627 6,333 P <0.001 -0.2596 to -0.06572
1TGF x 1bFGF+ 10TGF -0,203 7,903 P <0.001 -0.2999 to -0.1061
1TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,212 8,254 P <0.001 -0.30891t0-0.1151
10bFGF x 10TGF -0,08 3,115 P>0.05 -0.1769 to 0.01694
10bFGF x 1bFGF+ 1TGF -0,1493 5,814 P <0.001 -0.2463to -0.05239
10bFGF x 10bFGF+ 10TGF -0,1727 6,722 P <0.001 -0.2696 to -0.07572
10bFGF x 1bFGF + 10TGF -0,213 8,293 P <0.001 -0.3099to0-0.1161
10bFGF x 10bFGF + 1TGF -0,222 8,643 P <0.001 -0.31891t0-0.1251
10TGF x 1bFGF+ 1TGF -0,06933 2,699 P>0.05 -0.16631to0 0.02761
10TGF x 10bFGF+ 10TGF -0,09267 3,608 P>0.05 -0.1896 to 0.004278
10TGF x 1bFGF+ 10TGF -0,133 5,178 P <0.01 -0.2299 to -0.03606
10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,142 5,528 P <0.01 -0.2389 to -0.04506

1bFGF+ 1TGF x 10bFGF+ 10TGF  -0,02333 0,9084 P>0.05 -0.1203to 0.07361
1bFGF+ 1 TGF x 1bFGF+ 10TGF  -0,06367 2,479 P>0.05 -0.1606 to 0.03328
1bFGF+ 1TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,07267 2,829 P>0.05 -0.1696 to 0.02428
10bFGF+ 10TGF x 1bFGF+ 10TGF -0,04033 1,57 P>0.05 -0.1373to 0.05661
10bFGF+ 10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,04933 1,921 P>0.05 -0.1463 10 0.04761
1bFGF+ 10TGF x 10bFGF+ 1TGF -0,009 0,3504 P>0.05 -0.1059 to 0.08794
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Tabela 7a — Resultados das comparagdes entre grupos realizadas com o teste de

Kolmogorov-Smirnov para amostras independentes.

Gene TGF-5 bFGF TGF-IbFGF  TGF-AIbFGF  TGF-A/bFGF
1x10ng/mL 1x10ng/mL 1-1x10-1ng/ml  1-1x1-10ng/ml  1-1x10-10ng/ml

CcoL 1 Sig.* N&o sig. N&o sig. Sig.* N&o sig.
coL i Sig.* N&o sig. N&o sig. Sig.* N&o sig.
MMP-1 Sig.* N&o sig. N&o sig. N&o sig. N&o sig.
MMP-2 Sig.* N&o sig. N&o sig. Sig.* Sig.*

TIMP-1 Nao sig. Sig.* Nao sig. Sig.* Nao sig.
TIMP-2 N&o sig. N&o sig. N&o sig. Sig.* Sig.*

TIMP-3 N&o sig. N&o sig. N&o sig. N&o sig. N&o sig.

Sig.* p<0.1
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Tabela 8a - Comparacgdo das médias de sintese de bFGF em pg/mL entre os periodos de 24

e 48 horas, usando o teste de Comparacdo Multipla de Bonferroni

Grupos Experimentais - Diferenca
Comparacdes Médias t P IC 95% da Diferenga

controle vs 1ng bFGF -3,72 2,326 P>0.05 -9.755t02.315
controle vs 1ng TGF 4,11 2,57 P>0.05 -1.925t0 10.15
controle vs 10ng bGF -10,42 6,516 P <0.001 -16.46 to -4.385
controle vs 10ng TGF 0,91 0,5691 P >0.05 -5.1251t0 6.945
controle vs 1+1ng assoc 0,45 0,2814 P >0.05 -5.585to 6.485
controle vs 10+10ng assoc -23,03 14,4 P <0.001 -29.07 to -16.99
controle vs 1+10ng assoc -15,49 9,687 P <0.001 -21.531t0-9.455
controle vs 10+1ng assoc -30,31 18,95 P <0.001 -36.35t0-24.27
1ng bFGF vs 1ng TGF 7,83 4,897 P<0.01 1.795t013.87
1ng bFGF vs 10ng bGF -6,7 4,19 P<0.05 -12.74t0-0.6648
1ng bFGF vs 10ng TGF 4,63 2,895 P>0.05 -1.405to 10.67
1ng bFGF vs 1+1ng assoc 4,17 2,608 P>0.05 -1.865t010.21
1ng bFGF vs 10+10ng assoc -19,31 12,08 P <0.001 -25.35t0-13.27
1ng bFGF vs 1+10ng assoc -11,77 7,361 P <0.001 -17.81to0-5.735
1ng bFGF vs 10+1ng assoc -26,59 16,63 P <0.001 -32.631t0-20.55
1ng TGF vs 10ng bGF -14,53 9,087 P <0.001 -20.57 to -8.495
1ng TGF vs 10ng TGF -3,2 2,001 P>0.05 -9.235102.835
1ng TGF vs 1+1ng assoc -3,66 2,289 P>0.05 -9.695t02.375
1ng TGF vs 10+10ng assoc -27,14 16,97 P <0.001 -33.18t0-21.10
1ng TGF vs 1+10ng assoc -19,6 12,26 P <0.001 -25.641t0-13.56
1ng TGF vs 10+1ng assoc -34,42 21,53 P <0.001 -40.46 to -28.38
10ng bGF vs 10ng TGF 11,33 7,085 P <0.001 5.295t0 17.37
10ng bGF vs 1+1ng assoc 10,87 6,798 P <0.001 4.835t016.91
10ng bGF vs 10+10ng assoc -12,61 7,886 P <0.001 -18.651t0-6.575
10ng bGF vs 1+10ng assoc -5,07 3,171 P>0.05 -11.11to0 0.9652
10ng bGF vs 10+1ng assoc -19,89 12,44 P <0.001 -25.9310-13.85
10ng TGF vs 1+1ng assoc -0,46 0,2877 P>0.05 -6.495t05.575
10ng TGF vs 10+10ng assoc -23,94 14,97 P <0.001 -29.981t0-17.90
10ng TGF vs 1+10ng assoc -16,4 10,26 P <0.001 -22.441t0-10.36
10ng TGF vs 10+1ng assoc -31,22 19,52 P <0.001 -37.26t0 -25.18
1+1ng assoc vs 10+10ng assoc -23,48 14,68 P <0.001 -29.521t0-17.44
1+1ng assoc vs 1+10ng assoc -15,94 9,968 P <0.001 -21.98to -9.905
1+1ng assoc vs 10+1ng assoc -30,76 19,24 P <0.001 -36.80to0-24.72
10+10ng assoc vs 1+10ng assoc 7,54 4,715 P<0.01 1.505to013.58
10+10ng assoc vs 10+1ng assoc  -7,28 4,553 P<0.01 -13.32t0-1.245

1+10ng assoc vs 10+1ng assoc -14,82 9,268 P <0.001 -20.86 to -8.785
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Tabela 9a - Sequéncias dos primers, propriedades da reagdo e do produto de

amplificacéo
Gene Sense and anti-sense sequencias CP tA(°C) tM bp
CC)

MMP-1  TGGACCTGGAGGAAATCTTGC 0,15 58 79 155
AGAGTCCAAGAGAATGGCCGA

MMP-2 CTGATGGCACCCATTTACACCT 0,15 60 82 186
GATCTGAGCGATGCCATCAAA

MMP-9  AGAGATGCGTGGAGAGTCGAA 0,1 65 85 162
AAGGTTTGGAATCTGCCCAGG

TIMP-1  ACTGCAGGATGGACTCTTGCA 0,15 30 82 206
TTTCAGAGCCTTGGAGGAGCT

TIMP-2  CAAGTTCTTCGCCTGCATCAA 0,2 61 84 155
TCGAAACCCTTGGAGGCTT

TIMP-3  TTCTCAGCGAGGATGGCACTT 0,1 60 81 200
AAACACGGTTCAGGATGCTGG

coL | CTGGCAAAGAAGGCGGCAAA 0,2 62 70 503
CTCACCACGATCACCACTCT

COL Il CAGTATTCTCCACTCTTGAGTTCAG 0,15 65 73 560
GGTGACAAAGGTGAAACAGGTGAAC

B-actin  ATGTTTGAGACCTTCAACA 0,15 56 75 495
CACGTCAGACTTCATGATGG

CP: concentracéo de primer em ug;

tA: Temperatura de annealing;

tM: Temperatura de Melting;

bp: pares de base do produto de amplificacdo
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RESUMO

O objetivo do presente estudo avaliar o efeito da combinacdo do fator de crescimento
de fibroblastos basico (b-FGF) e fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-
beta) na proliferagdo, expressdo de genes para colageno tipos I e I11, metaloproteases
-1e-2e  TIMPs 1, 2 e 3, e na sintese destes proprios fatores de crescimento pelas
células do ligamento periodontal de humanos. Para a realizacdo do estudo, as células
em diferentes concentragdes, de acordo com cada experimento, foram tratadas com os
fatores de crescimento nas concentracdes de 1.0ng e 10ng/ml de meio de cultura para
0 b-FGF e para o TGF-B, tanto isoladamente gquanto associados. A avaliacdo da
proliferacdo celular foi realizada apds os periodos de 24 e 48h na presenca dos fatores
de crescimento, através da mensuragdo do nivel de MTS reduzido a formazan pelas
células viaveis, e a sintese de b-FGF e TGF-f3 pelo teste ELISA empregando a técnica
"sandwich". A expressdo de genes para colageno tipos I e I1l, metaloproteases-1 e -2
foi avaliada pela técnica de RT-PCR. O teste ANOVA mostrou haver diferencas
estatisticamente significantes para proliferacdo e sintese de bFGF (p<0.05) entre os
tratamentos. O teste de Comparacdo Mdltipla de Bonferroni mostrou que todas as
associagdes aumentaram a proliferacdo celular e a sintese de bFGF (p<0.001).
Isoladmente, s6 o TGF-p foi capaz de estimular a proliferagdo, independente do
tempo e da dose (p<0.001), enquanto que, somente 0 bFGF estimulou a sintese dele

préprio de maneira dose-dependente (p<0.05). Em relacéo a sintese de TGF-p, apenas
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a associacdo das menores doses de cada fator, foi capaz de modular a sintese dele
mesmo. O teste de Kolmogorov- Smirnov mostrou haver diferencas estatisticamente
significantes quanto & expressdo de genes entre o uso isolado dos fatores de
crescimento (p<0.1), j& que o bFGF aumentou a expressdo de MMP-1 e MMP-2 e
reduziu para Col I e Ill, e TIMPs1, 2 e 3, enquanto que, 0 TGF-B atuou de maneira
inversa. Todas as associagdes apresentaram efeito semelhante ao uso isoldao do TGF-
B, com excecdo da associacdo de 10ng de bFGF com 1ng de TGF-B, na qual
prevaleceu o efeito do bFGF. Conclui-se que as associacdes do bFGF e do TGF-
atuaram de maneira dose-dependente no estimulo a proliferacdo celular, 0 aumento na
expressdo de genes para colageno e TIMPs, e reducdo para as metalproteases e,
modulagdo da sintese deles proprios.

Palavras-chave: Regeneracdo tecidual guiada, ligamento periodontal, fatores de
crescimento de fibroblastos, fator de crescimento transformador beta, colagenase,

gelatinase, inibidores de protease e colageno.
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RUIZ, K. G. S. The effects of association of basic fibroblast growth factor and
transforming growth factor beta on the proliferation, expression of colagen type I e
I11, matrix metalloproteinases-1 e -2 e TIMPs 1, 2 e 3, and on the modulation of the
syntheses oh these growth factors by humans periodontal ligament cells. Araraquara,
2005. 102p. Tese (Doutorado em Periodontia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of association of basic fibroblast
growth factor and transforming growth factor beta on the proliferation, expression of
colagen type | e I1l, matrix metalloproteinases-1 e =2 e TIMPs 1, 2 e 3, and on the
modulation of the syntheses oh these growth factors by humans periodontal ligament
cells. Different concentrations of cells, according to experiment, were incubated on
the presence of 1.0 or 10 ng/ml of DMEM of growth factors, associated or no. The
cellular proliferation was evaluated to 24 and 48 hours of incubation by the
colorimetric method. The synthese of bFGF and TGF-p was verificated by ELISA
method, using a “sandwich” techinique, and mRNA expression by Real Time - PCR.
ANOVA test results indicated significant differences on the proliferation and bFGF
synthesis (p<0.05) among the treatments. Bonferroni for pairwise comparition test
results showed that all association estimulated the proliferation and bFGF synthesis
(p<0.001). Alone, only TGF-B can stimulate the proliferation to both concentrations
and periods (p<0.001), and only bFGF stimulated its own synthesis by dose-
dependent manner (p<0.05). Only the asssociation of 1ng of each growth factor can
stimulate the synthesis of TGF-B. Kolmogorov-Smirnov test results indicated
significant differences on the expression of mMRNA among treatment with the isolated

growth factors (p<0.1). Basic fibroblast growth factor increased the expression of
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MMP-1 e MMP-2 and reduced to collagen | e Ill, e TIMPs1, 2 e 3, as long as TGF-
behaved the inverse manner. All the associations had similar effect to isolated TGF-f3,
except the association of 10ng of bFGF to 1ng of TGF-B. In conlusion, the
associations of bFGF e TGF-B influenced of dose-dependent manner on the cellular
proliferation, on the increasing of the expression to collagen and TIMPs, and on the

reduction to metaloproteinases and, the modulation of these own synthesis.

Keywords: Periodontal tissue regeneration, periodontal ligament, basic fibroblast
growth factor, transforming growth factor beta, collagenase, gelatinase, inhibitors of

inibidores of metalloproteinases and collagen.
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