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Pansani TN. Resposta de fibroblastos da gengiva de pacientes jovens e idosos
e efeito da laserterapia de baixa poténcia e de fator de crescimento sobre estas
células [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia de
Araraquara da UNESP; 2015.

Resumo

A idade do individuo e a presenca de inflamagao podem influenciar o
metabolismo celular, retardando o processo de reparo tecidual. Diferentes
tratamentos, como a laserterapia de baixa poténcia (LBP) e a aplicagdo de
fatores de crescimento sdo capazes promover bioestimulagdo celular através
do aumento de sua proliferacdo e metabolismo. O objetivo deste estudo foi
avaliar as atividades de fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e
idosos (Estudo 1), a capacidade de resposta destas células expostas ao fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Estudo 2), bem como o efeito da LBP ou do
fator de crescimento epidérmico (EGF) sobre a viabilidade e metabolismo
destas células em cultura (Estudo 3). Culturas primarias de fibroblastos de
gengiva de 6 pacientes (3 jovens — J; e 3 idosos - |) foram obtidas e semeadas
em meio de cultura completo (DMEM), de acordo com cada protocolo proposto.
No Estudo 1, fibroblastos em DMEM completo foram cultivados em placas de
24 compartimentos pelos periodos de 24, 48 ou 72 horas e submetidos a
andlise da viabilidade celular (MTT, n=36), produgdo de proteina total (PT,
n=36) e sintese de colageno Sirius Red (SR, n=36). No Estudo 2, apés 24
horas do cultivo celular em placas de 96 compartimentos, o meio de cultura
completo foi substituido por DMEM sem soro fetal bovino (SFB) acrescido ou
nao de TNF-a (100 ng/mL) e mantido em contato com as células por 24 horas
adicionais. Entao, as células foram analisadas quanto a producado de espécies
reativas de oxigénio (EROs, n=36), producdo de o6xido nitrico (NO, n=36) e
sintese de quimiocina CCL5 (ELISA, n=36). No Estudo 3, fibroblastos
cultivados em placas de 24 compartimentos foram tratados com EGF (100 pM)
ou irradiados com laser de baixa poténcia (LASERTable, InGaAsP - 780 + 3nm;
25mW). A viabilidade celular (Alamar Blue®, n=12), migragao celular (Wound
Healing, n=12), sintese de colageno (SR, n=12), e sintese do fator de
crescimento vascular endotelial - VEGF (ELISA, n=12) foram avaliados 72



horas apds os tratamentos propostos. Os dados foram submetidos ao teste
estatistico de Kruskal-Wallis complementado por Mann-Whitney (p>0,05). Foi
observado que fibroblastos | apresentaram maior viabilidade quando
comparados aos J para os periodos de 24 e 48 horas. Os fibroblastos |
apresentaram reduc¢ao gradativa de viabilidade com o decorrer dos periodos de
avaliagdo, porém maior producdo de PT no periodo de 24 horas quando
comparado aos J, sendo que ocorreu redugdo na sintese de colageno para as
células | no periodo de 48 horas. Quanto a resposta celular ao TNF-a, néo foi
observado diferenga na producdo de EROs. Para CCL5 os fibroblastos J e |
expostos ao TNF-a tiveram sua expressdo aumentada. Houve aumento na
producao de NO pelas células J e | em presenca de TNF-a, sendo este maior
nos fibroblastos J. Tanto as células J quanto | expostas ao EGF e LBP
apresentaram aumento de viabilidade, sendo que maior migragdo ocorreu para
os fibroblastos J. Apenas a LBP induziu aumento na migragéo das células I.
Tanto a LBP quanto a aplicacdo de EGF induziu aumento na sintese de
colageno pelos fibroblastos J e I. A sintese de VEGF foi maior nas células J e |
expostas ao EGF, sendo que esta atividade foi reduzida quando os fibroblastos
| foram tratados com LBP. De acordo com as metodologias aplicadas e
limitacbes que esse estudo laboratorial apresenta, foi possivel concluir, de
maneira geral, que existem diferencas funcionais entre os fibroblastos obtidos
de gengiva de pacientes jovens e idosos e que a LBP e aplicagdao de EGF

podem bioestimular as funcdes celulares envolvidas no reparo tecidual.

Palavras-chave: Envelhecimento celular, terapia a laser de baixa intensidade,

fator de crescimento epidérmico



Pansani TN. Response of gingival fibroblast obtained from young and elderly
patients and effect of low level laser therapy and growth factor in these cells
[Dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2015.

Abstract

The age as well as the presence of inflammation can influence the cellular
metabolism, slowing the tissue healing process. Different therapies, such as the
application of growth factors and low level laser therapy (LLLT) are capable of
biostimulating cells by increasing their proliferation and metabolism. The aim of
this study was to evaluate: the functions of gingival fibroblasts obtained from
young and elderly individuals (Study 1); the response of these cells exposed to
tumor necrosis factor alpha - TNF-a (Study 2); and the effect of LLLT or
epidermal growth factor - EGF on the viabilty and metabolism of these
connective cell type (Study 3). Primary culture of gingival fibroblasts of 6
patients (3 young - Y and 3 elderly - E) were collected and cultured in complete
culture medium (DMEM). In the Study 1 fibroblasts were seeded in 96-well
plates in complete DMEM containing 10% of fetal bovine serum (FBS) for 24,
48 or 72 hours and subjected to evaluation of cell viability (MTT, n=36), total
protein production (TP, n=36) and collagen synthesis (SR, n=36). In the Study
2, after 24-hour cell seeding, the complete DMEM was replaced by DMEM
without FBS supplemented or not with TNF-a (100 ng/mL) which was kept in
contact with cells for additional 24 hours. Then, the production of reactive
oxygen TNF-a species (ROS, n=36), nitric oxide (NO, n=36) and synthesis of
CCL5 chemokine (ELISA, n=36) were assessed. In the Study 3 fibroblasts were
seeded in 24-well plates for 24 hours, and then exposed to EGF (100 uyM) or
submitted to low power laser irradiation (LASERTable device, InGaAsP - 780 +
3nm; 25mW). Cell viability (Alamar Blue®, n=12), cell migration (Wound
Healing, n=12), collagen synthesis (SR, n=12), and synthesis of vascular
endothelial growth factor - VEGF (ELISA, n=12) were assessed 72 hours after
the treatments. The data were statistically Kruskal-Wallis complemented by
Mann-Whitney test (p> 0.05). It was demonstrated that E-fibroblasts presented
higher viability than Y-fibroblasts at 24 and 48-hour periods. Gradual reduction

on cell viability was detected for E-cells according to the periods (24, 48, 72 h).



E-fibroblasts showed higher TP production at 24 hours compared to Y-
fibroblasts, associated with a decreased collagen synthesis at 48 hours.
Regarding the cellular response after TNF-a treatment, no differences were
observed for ROS or CCL5 production for Y-fibroblasts and increased NO
production was detected for both cells (Y and E) with higher results for Y-
fibroblasts. The EGF and LLLT treatments increased the viability of Y-and E-
fibroblasts; however, LLLT enhanced the migration of only Y-fibroblasts.
Increased collagen synthesis was observed in |-and E-cells exposed to LLLT
and EGF. The VEGF synthesis was higher in EGF-treated E-fibroblasts while
decreased synthesis of this growth factor was demonstrated for Y-cells
submitted to LLLT. According to the methodologies and limitations of this in vitro
study, it is possible to conclude that Y-and E-fibroblasts present functional
differences and that LLLT and EGF can biostimulate cell functions related to

tissue healing.

Key-words: Cellular senescence; low level laser therapy; epidermal growth

factor
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1 INTRODUGAO

O reparo tecidual é dependente de fendmenos locais, tais como
proliferagdo celular e sintese de elementos da matriz extracelular, os quais
estdo diretamente relacionados com a intensa atividade de células endoteliais,
fibroblastos e queratindcitos®'.

O envelhecimento é resultado de uma complexa interagdo entre
processos fisicos, bioldgicos e bioquimicos76. Desta maneira, o aumento da
idade do individuo pode causar perda gradual do potencial replicativo celular e
menor resposta aos fatores de crescimento, o que pode reduzir a capacidade
de reparo de feridas*’. Estudos t&ém demonstrado alteracdes na capacidade de
migracado e proliferagcao celular, bem como na sintese de matriz por células

47, 95

envelhecidas Além dessas perdas funcionais, células senescentes

também apresentam alteragbes morfoldgicas e estruturais, que podem estar
relacionadas a sua motilidade®® °"- 9192,

O aumento do numero de passagens realizadas com fibroblastos de
pele em cultura resultou em reducédo da capacidade de quimiotaxia por estas
células, o que pode interferir diretamente no processo de migracéo celular
durante o reparo tecidual’. Além disto, foi observado que fibroblastos de pele
obtidos de individuos idosos apresentaram migracdo mais lenta quando
comparados com fibroblastos de individuos adultos e fibroblastos fetais®®.

Stephens et al.'® (1996) relataram que fibroblastos de gengiva
apresentam maior capacidade de reparo quando comparados com fibroblastos
de pele, representada pela reorganizacdo da matriz extracelular e contragao do
colageno. A rapida cicatrizagao de feridas em mucosa oral também pode estar
relacionada a presenca do fluido salivar e a microflora especifica da cavidade

Ora|41, 51

. Porém, ndo ha estudos que tenham avaliado a influéncia da idade
sobre a capacidade de reparo da mucosa oral, tal como ja caracterizado para a
pele.

O processo de reparacédo de feridas depende de uma série de eventos
0s quais envolvem desde a proliferagdo e migracdo celular, até o

repovoamento da area agredida’®. Os processos de migragdo e proliferagdo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephens%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8831630
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celular, por sua vez, dependem da liberacdo coordenada de fatores de
crescimento e citocinas na regido lesionada?®.

A obtencdo de um efeito no reparo da mucosa oral também esta
relacionada a capacidade da resposta celular frente a estimulos inflamatérios
agudos, que participam do processo inicial de reparo, induzindo a proliferagéo
e migracdo celulares, bem como a eliminagdo de patégenos’® . Esta
resposta, porém, deve ser modulada, pois se exacerbada ou mantida por
periodos prolongados pode causar um retardo deste processo.

Ohshima et al.?

(2002) relataram que niveis fisioldgicos do fator de
crescimento epidérmico (EGF) na saliva estimulam a proliferacdo e migracéo
de células do epitélio oral. A partir de entédo, alguns pesquisadores sugeriram
como positivo o uso de fatores de crescimento como uma ferramenta para
acelerar a proliferagdo celular e a cicatrizacdo de feridas'” . Assim, foi
demonstrado que a aplicagao topica de EGF ou por via subcutanea, acelera
significativamente a re-epitelizagdo e aumenta a resisténcia a tragcdo da
ferida®> 2> 4 €9 80 Consequentemente, o uso do EGF para tratamento de
feridas dérmicas tem se expandido com o objetivo de acelerar o reparo tecidual
através da estimulagdo da migragao celular e sintese de fatores diretamente
relacionados ao reparo (Hardwicke et al., 2008).

Ha mais de duas décadas, pesquisadores tém demonstrado que a
laserterapia de baixa poténcia (LBP) apresenta importantes efeitos fotofisicos e
fotoquimicos sobre as células e tecidos'” °°. A interacdo do laser com os
tecidos depende das caracteristicas Opticas deste tipo de luz, tais como
comprimento de onda, poténcia, tempo de exposi¢cao do tecido, densidade de
energia, além da presenca e tipo de croméforos®® ™.

Esses sao caracterizados como elementos teciduais capazes de
absorver fétons e transformar a energia da luz em energia fotoquimica. Alguns
dos efeitos fotobiolégicos da LBP relatados na literatura sdo: aumento do
metabolismo e proliferagdo celular, bem como da sintese protéica, de

colageno, de DNA e RNA, e da expressao de fatores de crescimento'® '* 20 38

53,73, 77

Estudos anteriores demonstraram que a LBP, aplicada sobre cultura de
fibroblastos e de células epiteliais, causou aumento da proliferagcdao e
expressdao génica por parte destas células, com significante estimulo da
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expressdo de colageno tipo 14 % 13 14 3237, 64. 66 porianto, 0 uso da LBP,
associada ou ndo a terapia com fatores de crescimento, tal como o EGF,
poderia favorecer o processo de reparo de lesdes que ocorrem frequentemente

na mucosa oral de individuos jovens e idosos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O reparo tecidual ocorre de forma complexa e organizada em nivel
celular e molecular, para que a recuperagao da fisiologia do tecido lesionado
seja restabelecida. Este processo € constituido, basicamente, das seguintes
fases: hemostasia, inflamagao, proliferacdo e remodelagédo do tecido, as quais
podem se sobrepor®” %,

Diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, fibroblastos,
queratindcitos e células circulatorias, como as do sistema imune, além de
moléculas como fatores de crescimento e citocinas, participam de uma
infinidade de processos essenciais ao reparo, incluindo migragao celular,
proliferacdo e producdo de matriz extracelular de maneira coordenada, com a
finalidade de restaurar o tecido''. Dentre esses diferentes tipos celulares, as
células epiteliais e os fibroblastos exercem papel fundamental no
restabelecimento efetivo da homeostasia de um tecido previamente agredido®”.

Os fibroblastos participam ativamente do processo de reparo tecidual
através de sua capacidade inerente de proliferacdo, migragéo e preenchimento
da ferida, bem como de sintetizar fatores de crescimento e moléculas da matriz
extracelular’’. No tecido conjuntivo normal, os fibroblastos se apresentam em
estado de repouso e com baixa taxa de proliferacdo e atividade metabdlica.
Uma mudanga fenotipica nos fibroblastos em repouso para células em
proliferacdo e, posteriormente, para células em migracao, torna-se necessaria
para que ocorra a producdo de uma matriz estacionaria capaz de reparar o
tecido lesionado®'. Quando ocorre um ferimento, este evento induz a deposicéo
de matriz extracelular e proteinas que modulam a adesao celular, e dessa
forma os fibroblastos migram para o centro da ferida®’.

Durante o reparo tecidual, fibroblastos sdo expostos a uma variedade de
moléculas da matriz extracelular e fatores de crescimento, os quais podem
exercer diversos sinais simultaneamente®'. No entanto, apesar de inumeros
eventos estarem ocorrendo simultaneamente e de maneira coordenada,

estudos prévios demostraram que alguns fatores podem influenciar
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negativamente no processo de reparto tecidual, tal como a idade do individuo™
47,49

O envelhecimento é um processo natural, gradual e continuo que resulta
em inumeras mudancas celulares e teciduais em nivel morfolégico, estrutural e

funcional’®

. Com o aumento da idade, algumas células podem apresentar
alteragcdes morfologicas e funcionais, tais como reducdo de sua capacidade
proliferativa, quantidade de organelas, expressao de fatores de crescimento e
sintese de colageno®: 475" %,

Albini et al.’ (1988) avaliaram, comparativamente, a capacidade
quimiotatica de fibroblastos de pele em cultura com variadas passagens,
obtidas de doadores com faixas etarias diferentes. Os autores observaram que
o0 aumento da idade causou declinio na resposta migratoria celular e aumento
da deposigao de fibronectina na matriz extracelular. Além dessas alteracoes,

Schulze et al.®

(2010) verificaram in vivo, que durante o envelhecimento ocorre
aumento significativo na rigidez de fibroblastos dérmicos. Dessa maneira, uma
possivel razdo para o retardo na motilidade celular relacionada a idade,
particularmente no reparo de tecidos dérmicos, estd acompanhada por
mudangas na organizagao do citoesqueleto das células, sendo que outras
funcbes celulares, como motilidade e proliferacdo, podem ser afetadas por
essas mudancgas®’.

Estudos anteriores demostraram que fibroblastos de gengiva
apresentam maior capacidade de reparo quando comparados a fibroblastos de

195 |sto ocorre devido a presenca do fluido salivar e microflora especifica

pele
da cavidade oral, além da rapida capacidade de migragao e repovoamento da
area da ferida pelos fibroblastos de gengiva, os quais ainda exibem maior
potencial de producido de fatores de crescimento e de deposicdo de matriz
circundante mais organizada e efetiva®® #1116 108 Kim et al.®® (2009)
relataram que o processo de envelhecimento pode reduzir sintese de proteinas
alem de induzir alteracbes na composicdo de proteoglicanas da matriz
extracelular em fibroblastos de gengiva. Assim, alteracbes celulares podem
estar relacionadas ao atraso do processo de reparo das feridas*” %",

Esse processo de envelhecimento tem sido amplamente estudado e
discutido, principalmente quando este esta relacionado ao processo de reparo

e cicatrizacéo de feridas*® %2,
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O atraso do processo de reparo também ja foi relacionado a manutengao
da fase inflamatdria, devido a uma diminuicdo da capacidade proliferativa das
células envolvidas neste processo™.

A fase inflamatéria € uma consequéncia direta da lesdo e de extrema
importancia para o inicio do processo de reparo, cujo objetivo € a recuperagao
morfoldgica e funcional do tecido’®. Além disso, essa fase é essencial para a
eliminacdo de bactérias e microrganismos contaminantes, pois caso essa
descontaminagéo nao ocorra de maneira eficaz, o processo de reparo pode ser
atrasado, devido a presenga de bactérias e endotoxinas, que podem elevar e
prolongar a producao de citocinas pro-inflamatoérias, tais como a interleucina 1
(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) estendendo, portanto a fase
inflamatoria*®.

Estudos anteriores demonstraram que a cicatrizagdo em individuos
idosos apresenta-se retardada, e que estes individuos apresentam reduzida
resposta inflamatéria, devido a uma menor infiltracdo de células T no local da
ferida, bem como alteracbes na producdo de quimiocinas e capacidade
fagocitaria de macréfagos'”’.

Fatores de crescimento apresentam diferentes fungdes celulares durante
0 processo de reparo. Como muitos dos fatores de crescimento sao
transportados pela saliva juntamente com o fluido gengival, acredita-se que a
concentracdo destas proteinas seja mais elevada no tecido gengival quando
comparada a qualquer outro sitio da cavidade oral®’.

Dentre todos os fatores de crescimento envolvidos nesse processo, 0
fator de crescimento epidérmico (EGF) se destaca por apresentar efeitos sobre
a proliferagdo, migracdo celular e metabolismo da matriz extracelular®® .
Dessa maneira, o EGF é essencial para a manutencdo da mucosa oral, bem
como para o processo de reparo deste tipo de tecido®.

O EGF é uma molécula de baixo peso molecular (6 kDa), produzida por
glandulas salivares, incluindo parétida e submandibular e também por alguns
tipos celulares especificos, tais como plaquetas, células epiteliais e do tecido

conjuntivo®® 8

e esta presente em altas concentracdes durante os primeiros
estagios do processo de reparagédo de feridas®" 8. Moléculas da familia do
EGF e suas caracteristicas sao as mais estudadas quando se quer observar os

efeitos de reepitelizagao'®. Esse fator de crescimento pode desempenhar papel
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dominante no inicio do reparo de feridas, estimulando a proliferacdo dos
queratinécitos e migracdo dos mesmos com o objetivo de promover a
cicatrizac&o local*.

Alguns estudos apresentam resultados promissores utilizando o EGF
para acelerar o processo de reparo** ¢ % Desde que seu uso tépico ou por via
subcutanea acelera a re-epitelizacdo de feridas, a terapia com EGF pode ser
considerada eficaz para o tratamento de Ulceras e estomatites de dificil
resolugdo®. Posteriormente, os efeitos positivos do EGF foi relatado por Ryu et
al.®® (2009), os quais verificaram aumento da proliferacdo e quantidade de
fibroblastos viaveis tratados com EGF. Portanto, a capacidade deste fator de
crescimento de induzir migragdo celular, torna o EGF uma importante
modalidade de terapia para auxiliar e acelerar o processo de reparo tecidual.

Com o objetivo de acelerar a reparacao de tecidos agredidos, além da
utilizacdo de fatores de crescimento, outras modalidades de tratamento, tal
como a fototerapia, tem sido amplamente pesquisada e difundida na area de
saude.

Ha mais de 25 anos, pesquisadores demonstraram os efeitos fotofisicos
e fotoquimicos, causados pela laserterapia de baixa poténcia (LBP) aplicada
sobre células e tecidos'” *°. Caracteristicas opticas desse tipo de luz, como
comprimento de onda, poténcia, tempo de exposi¢cao do tecido, densidade de
energia e a presenca e tipo e cromoforos no tecido a ser irradiado, devem ser
levados em consideracéo para observar o efeito da fototerapia no mesmo®® 7.

Cromoforos sdo caracterizados como elementos presentes nos tecidos,
0S quais podem ser enzimas, estruturas de membranas, componentes

extracelulares ou outros componentes celulares'® 7

, capazes de absorver
fétons e transformar a energia da luz em energia fotoquimica® "*. No entanto,
sabe-se que cada croméforo é excitado em um comprimento de onda
especifico; dessa forma comprimentos de onda variados podem promover

efeitos diversos em diferentes células e tecidos™ .

Essa luz, quando
absorvida pelos elétrons dos cromoforos, faz com que os mesmos passem
para um estado mais excitado, mudando sua camada de valéncia para uma
mais energética; ao retornarem para sua camada original, os elétrons liberam

energia a qual é utilizada em seus processos metabdlicos'” *°.
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Alguns pesquisadores tém avaliado os mecanismos moleculares
envolvidos nos processos de proliferacdo celular provenientes da irradiacao
com laser de baixa poténcia. Gao, Xing*® (2009) relataram que as luzes
vermelha e infravermelho-proximo podem ativar componentes da cadeia
respiratoria nas mitocondrias, dando inicio a cascata de sinalizagdes que levam
ao aumento da proliferagcdo celular. Sabe-se que a cadeia respiratéria
mitocondrial é composta por 5 complexos: NADH desidrogenase (complexo ),
succinato desidrogenase (complexo Il), citocromo c redutase (complexo lll),
citocromo ¢ oxidase (complexo IV) e ATP sintase (complexo V)%®. Segundo
Karu®® (2010), o citocromo c oxidase é bioestimulado nas bandas de
comprimento de onda de 620 nm, 680 nm, 760 nm e 825 nm, sendo o maior
pico de estimulacdo em torno de 760-780 nm semelhante a utilizada na
pesquisa em questao.

Para os comprimentos de onda do laser vermelho e infravermelho-
proximo, o qual foi utilizado no presente estudo laboratorial, o receptor primario
€ a enzima citocromo c oxidase, que é um fotorreceptor que estimula o
complexo IV a produzir maior quantidade de adenosina trifosfato (ATP) para as
células, resultando na fotobiomodulagdo®. Quando esse fotorreceptor &
ativado, os niveis de respiragédo, ATP e espécies reativas de oxigénio (EROs)
sdo aumentados, fazendo com que estas mudancas bioquimicas eleve a
proliferagdo celular e acelere o processo de reparo tecidual®.

Nas ultimas décadas, os seguintes efeitos fotobioldgicos da LBP em
cultura celular foram demonstrados: aumento do metabolismo e proliferacao
celular, da sintese protéica, da sintese de colageno, de DNA e RNA, bem como
aumento da angiogénese, da expressdo de fatores de crescimento e de
diferenciagao celular® 20 38.93.64.73.77. 81

Na Odontologia, a LBP tem sido amplamente investigada, sendo que os
resultados positivos tém indicado que este tipo de terapia poderia ser aplicada
para acelerar o processo de reparo tecidual, especialmente para o tratamento
de lesdes ulcerativas da mucosa bucal®® .

Em 2009, Damante et al.>? avaliaram parametros de irradiacdo com laser
infra-vermelho nas doses de 3,0 e 5,0 J/cm? aplicados sobre fibroblastos. Os
autores verificaram que essas doses testadas foram capazes de promover

maior sintese de fator de crescimento fibroblastico (bFGF) quando comparado
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as células nao irradiadas, sendo esse fator importante durante o processo de
cicatrizagao.

Basso et al.” (2012) demonstraram aumento da viabilidade e migragéo
de fibroblastos de gengiva submetidos a LBP, sendo as doses de 0,5 Jicm? e
3,0 Jlcm? as mais eficientes para esse tipo de células em cultura. No ano
seguinte (2013), Basso et al." demonstraram que a LBP também promoveu
efeito bioestimulatorio sobre cultura de células epiteliais, aumentando a
atividade metabdlica, o numero de células viaveis, bem como a expressao
génica do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).

A LBP tem resultado em efeitos bioestimulatorios promissores sobre

células da mucosa oral, tanto em pesquisas in vitro quanto in vivo®> 133242111

o}
que determinou que este tipo de terapia pudesse ser uma alternativa
interessante para o tratamento de alguns tipos de lesdes na cavidade oral.

Apesar de diversos estudos terem anteriormente avaliado o processo de
senescéncia e suas alteracdes celulares, ainda existe a necessidade de se
investigar os mecanismos que envolvem o reparo da mucosa oral,
particularmente através da analise comparativa entre individuos jovens e
idosos submetidos ou nao a diferentes modalidades terapéuticas® %°.

Segundo a literatura, pesquisas utilizando cultura celular fornecem
respostas adequadas e confiaveis quando se pretende avaliar o
comportamento celular e o processo de senescéncia durante o processo de

r.eparo22, 29, M1

. Dessa maneira, o presente estudo pretende avaliar algumas
funcdes celulares dos fibroblastos de gengiva, as quais apresentam
importancia durante o processo de reparo tecidual da cavidade oral frente a
senescéncia celular e a utilizacdo de terapias como a LBP e fator de

crescimento (EGF) com o objetivo de auxiliar esse processo.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Baseado na literatura cientifica, a qual relata a relacdo entre
envelhecimento de fibroblastos de pele e reparo tecidual, esse estudo teve
como objetivo principal analisar, de maneira comparativa, o metabolismo dos
fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos e a capacidade de
resposta destas células frente a diferentes estimulos relacionados a indugao ou

atraso do processo de reparo da mucosa oral.

3.2 Objetivos especificos

3.21 Estudo 1 - Diferengcas funcionais envolvidas na capacidade de

reparo de fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e idosos

Avaliar diferencas funcionais envolvidas na capacidade de reparo:
viabilidade, producdo de proteinas e sintese de colageno dos fibroblastos de

gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos.

3.2.2 Estudo 2 - Capacidade de reparo e comparagao da resposta dos
fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e idosos frente ao
TNF alfa

Avaliar a resposta dos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes
jovens e idosos quando expostos ao Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
por meio da analise da producédo de mediadores inflamatorios.
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3.2.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa poténcia ou do fator de
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos

Avaliar a viabilidade de fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes
jovens e idosos, submetidos ou ndo a laserterapia de baixa poténcia (LBP) e ao
tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF).

Avaliar a migracdo de fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes
jovens e idosos, submetidos ou ndo a laserterapia de baixa poténcia (LBP) e ao
tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF).

Avaliar a sintese de colageno pelos fibroblastos da gengiva obtidos de
pacientes jovens e idosos, submetidos ou ndo a laserterapia de baixa poténcia
(LBP) e ao tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF).

Avaliar a sintese de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
pelos fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, submetidos
ou nao a laserterapia de baixa poténcia (LBP) e ao tratamento com fator de

crescimento epidérmico (EGF).
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4 MATERIAL E METODO

Obtencao das amostras

Foram obtidas amostras de tecido gengival da papila dental de
aproximadamente 1 milimetro, de 6 pacientes, sendo 3 deles jovens (18-25
anos) e 3 idosos sem comprometimento intelectual (acima de 65 anos), durante
procedimento de extracdo dentaria, instalagdo de implantes em areas
edéntulas ou regularizagdo de rebordos. Como critérios de exclusdo, foram
considerados os seguintes fatores: presenca de doencgas sistémicas, uso de
medicamentos, tabagismo e presenga de doencga periodontal, sendo que estas
informacgdes foram obtidas através de cuidadosa anamnese e avaliagao clinica.
Todos os procedimentos propostos neste estudo foram realizados de acordo
com as normas do Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara FOAr/UNESP, apds aprovacdo do protocolo de pesquisa #
CAEE 13514813.6.0000.5416 (Anexo 1) e com prévio consentimento dos
pacientes, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Cultura Celular

O fragmento de gengiva obtido de cada paciente foi colocado em tubo
Falcon de 15 mL, (TPP - Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica),
previamente identificado, contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Gibco, Carlsbad, CA, EUA) com corante fenol red e
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e solugao
antibidtica/antimicotica (10.000 unidades/mL de penicillina, 10.000 pg/mL de
estreptomicina, e 25 pg/mL de Fungizone® - Gibco).

Os fibroblastos de gengiva foram isolados utilizando dissociagcéo
enzimatica em colagenase tipo | (Worthington Biochemial Corp, Lakewood, NJ,
EUA). Para proceder a digestdo enzimatica, os fragmentos de gengiva
coletados foram colocados em placas de cultura de 6 compartimentos (TPP)

contendo 3 mL de DMEM sem SFB e 3 mg/mL de colagenase tipo I.
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Apods 24 h de incubagao a 37°C em atmosfera com 5% de CO; (Isotemp
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA), o meio de cultura contendo as células
isoladas (fibroblastos) e os fragmentos de tecido foram transferidos para um
tubo Falcon de 15 mL (TPP). A seguir, foi realizada a centrifugagdo por 2
minutos (4.000 x g, Centrifuga Baby Fanem — Guarulhos, SP, Brasil) e o pellet
celular formado foi re-suspendido em DMEM (1 mL) contendo 10% de SFB e
transferido para um frasco de cultura celular de 75 cm? (TPP).

As células foram mantidas em incubadora a 37°C, em uma atmosfera de

5% de CO, até a obtencéo de sub-confluéncia de 80% (Figura 1).

Figura 1 - Esquema representativo da obtengdo de culturas primarias de fibroblastos de

gengiva humanos.
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Obtencao dos fragmentos Filtragem da enzima Manutecdo por 24 h dos
de gengiva colagenase tipo | fragmentos de gengiva

com a enzima colagenase
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Cultivo das células em garrafas pldsticas contendo
DMEM completo até obtengao de 80% de confluéncia

As substituicbes do meio de cultura foram realizadas a cada 72 h e o
crescimento celular avaliado a cada 24 h. O sub-cultivo celular foi realizado
utilizando solugéo de Tripsina 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), a partir
da observacao da sub-confluéncia, sendo que este procedimento foi repetido
até que se obtivesse o numero de células adequado para a realizacdo do

estudo.
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4.1 Estudo 1 - Diferengas funcionais envolvidas na capacidade de reparo

de fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e idosos

4.1.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais e controle para a comparagdo das fungdes

celulares entre fibroblastos de gengiva de individuos jovens e idosos estao

representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Definigdo dos grupos experimentais

Grupos Idade
18-25 anos

Jovem

Idoso Acima 65 anos

*n=36 por grupo, sendo 12 amostras de cada individuo, realizado

em duplicata

4.1.2 Cultivo Celular

Para a comparacao das funcdes celulares e resposta dos fibroblastos de
gengiva obtidos de individuos jovens as células foram cultivadas por 24 h em
placas de 96 compartimentos (TPP) na densidade de 9x10°
células/compartimento em meio de cultura contendo 10% de SFB por 24, 48 e
72 horas. Foram utilizadas células entre as passagens 3 a 6, sendo que para
cada experimento foram utilizadas as mesmas passagens para todos os

pacientes.

4.1.3 Avaliagao da viabilidade celular pelo teste de MTT

A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio colorimétrico de

)13, 15

metiltetrazolium (MTT Assay Este método determina a atividade

respiratoria das células em cultura por meio da clivagem do sal de MTT (3-(4,5-
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dimetiltriazol-2yl)-2,5 difenil brometo de tetrazolina — Sigma-Aldrich), pela
enzima desidrogenase succinica. Esta clivagem, por sua vez, da origem ao
cristal de formazan. A quantidade de cristais de formazan determina a atividade
respiratoria das células, a qual corresponde a taxa de viabilidade celular.

Sobre as células cultivadas em placas de 96 compartimentos foram
adicionados 90 pyL de meio de cultura (DMEM) sem soro fetal bovino e 10 pL
de solugdo de MTT (5 mg/mL do sal metiltetrazolium em PBS 1X). As células
permaneceram em contato com a solugdo de MTT em estufa a 37°C por 4h
onde observou-se a formacao de cristais de formazan. Apds este periodo, a
solugdo de MTT foi aspirada e substituida por 100 uL da solugdo de
isopropanol acidificada (0,04 N de HCI), para solubilizacdo dos cristais,
gerando uma solugdo homogénea a qual foi submetida a analise de
absorbancia em espectrofotobmetro (Synergy H1 — Biotek, Winooski, VT, EUA )
no comprimento de onda de 570nm (Figura 2). A absorbancia expressa em
valores numéricos foi transformada em porcentagem em fung¢ao do grupo das
células dos individuos jovens, considerado como controle, no periodo de 24h e
submetida a analise estatistica indicando o efeito da atividade mitocondrial das

células™ ',

Figura 2 - Esquema representativo do ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT.

Aplicagdo de solugdo de MTT sobre as células e
manutengdo por 4h em incubadora

Leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 570 nm
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4.1.4 Andlise da producgao de proteina total pelo método de Lowry

A analise da producédo de proteina total foi realizada através do método
de Lowry®. O meio de cultura foi aspirado e 100 puL da Solugdo de Lauril
Sulfato de Sodio 0,1% (Sigma — Aldrich) foram adicionados em cada amostra,
as quais permaneceram incubadas por 40 minutos em temperatura ambiente
para promover a lise celular. Em seguida, 100 puL do reagente de Lowry
(Sigma— Aldrich) foram adicionados em cada amostra por um periodo de 20
minutos. Apos esse periodo, 50 uL da Solugdo de Folin e Ciocalteau’s Phenol
Reagent (Sigma— Aldrich) foram adicionados e mantidos por 30 minutos. A
seqguir, absorbancia das amostras foi avaliada em espectrofotdmetro (Synergy
H1 — Biotek) a 665 nm'®. A absorbancia expressa em valores numéricos foi
transformada em porcentagem em fungdo do grupo das células dos individuos

jovens, considerado como controle, no periodo de 24 h (Figura 3).

Figura 3 - Esquema representativo do ensaio de produgao de proteina total pelo método de

Lowry.
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)

Lise celular — lauril sulfato de sédio 0,1% Aliguotas de 100 uL transferidas para placas de 96
Reagente de Lowry compartimento para leitura em espectrofotometro
Reagente de Folin a 665 nm

4.1.5 Analise da sintese de colageno pelo ensaio de Sirius Red

A concentracdo de colageno sintetizada pelos fibroblastos de gengiva
em cultura foi determinada pelo método de Sirius Red. Este método baseia-se

na ligacao seletiva do corante Direct Red (Sigma-Aldrich) em acido picrico
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saturado as fibras colagenas dos tipos | a IV, quantificando o colageno total
soltivel presente na amostra''®.

Para a realizacdo deste ensaio, o meio de cultura foi coletado e
armazenado a -20°C até a realizagéo do teste. Aos 200 uL de meio de cultura
coletados em tubos eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 200 pL da solugéo
de Direct Red (0,5M em acido picrico) sendo esta solugdo mantida por 60
minutos sob agitagao (400 rpm, temperatura ambiente - Thermomixer — Confort
— Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Em seguida, essa solugao foi centrifugada
em microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R — Hamburg, Alemanha) por
10 minutos a 12000 rcf. O sobrenadante foi dispensado, e 300 uL de acido
cloridrico (HCL - 0,1M) foram adicionados, seguido de centrifugagdo por 10
minutos a 12000 rcf. O sobrenadante foi novamente descartado e 250 uL de
hidroxido de sodio (NaOH - 0,5M) adicionados para a homogeneizagdo das
amostras sob agitacéo vigorosa. Aliquotas de 100 uL em duplicata da solugéo
foram transferidas para placas de 96 compartimentos e a analise da
absorbancia realizada no comprimento de 555 nm em espectrofotémetro
(Synergy H1 — Biotek). A absorbancia expressa em valores numeéricos foi
transformada em porcentagem em fungdo do grupo das células dos individuos

jovens, considerado como controle, no periodo de 24h (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema representativo do ensaio de sintese de colageno pelo teste de Sirius Red.

Adicdo de corante Direct Red saturado em Acido Picrico e
manutencdao em shaker por 1h a temperatura ambiente

Leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 555 nm
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4.2 Estudo 2 — Capacidade de resposta de fibroblastos obtidos da gengiva

de individuos jovens e idosos frente ao TNF alfa

4.2.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais e controle, referentes a analise da producao de

mediadores inflamatdrios, estao representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Definicdo dos grupos experimentais

Grupo (Idade) Tratamento
Jovem -
Jovem TNF - a
Idoso -
Idoso TNF - a

*n=36 por grupo, sendo 12 amostras de cada individuo, realizado em
duplicata

4.2.2 Cultivo Celular

Os fibroblastos foram cultivados em placas de 96 compartimentos na
densidade de 9 x 10° células/compartimento em meio de cultura completo
contendo 10% de SFB por 24 horas.

4.2.3 Aplicagao de mediador inflamatério TNF-a

Para a comparagao da resposta dos fibroblastos obtidos da gengiva de
individuos jovens e idosos frente ao mediador inflamatério, 100 ng/mL de TNF-
a foram mantidos em contato com as células por 24 h, conforme os grupos
estabelecidos (Tabela 2). Este estimulo foi selecionado de acordo com estudo
piloto, o qual comparou a expressao de citocinas inflamatérias como resposta
dos fibroblastos de gengiva frente a diferentes estimulos com
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (E.coli), LPS de Porphyromonas

gingivalis (P. gingivalis) e mediador inflamatoério TNF-a.
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Apoés esse periodo, foram avaliadas a produgcao de espécies reativas de

oxigénio (EROs), 6xido nitrico (NO) e a sintese das quimiocina CCLS5.

4.2.4 Avaliagao da producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A produgdo de espécies reativas de oxigénio esta diretamente
relacionada ao estresse oxidativo, causando a peroxidacdo de moléculas e
organelas celulares, que podem levar a danos irreversiveis®®. Porém, em
baixas concentragdes, estas moléculas podem estimular a proliferacido e
migragéo celulares, auxiliando o processo de reparo e homeostasia tecidual®.
Na cavidade oral, 0 aumento da sintese de espécies reativas de oxigénio esta
relacionada a progressao da doenca periodontal®’.

Para a determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, uma sonda
fluorescente (H2DCFDA Invitrogen, San Francisco, CA, EUA), foi utilizada.
Essa sonda permite a detec¢ao destes EROs intracelularmente, uma vez que a
mesma € permeavel a membrana celular, sendo capaz de se ligar as espécies
reativas de oxigénio permanentemente.

Esta sonda foi adicionada ao meio de cultura previamente a aplicacéo do
LPS, para permitir a identificagdo imediata das EROs, uma vez que estas sao
moléculas altamente reativas e instaveis®, e a mesma foi mantida por 24 h, em
associacao ao tratamento.

Apods 24 h, o meio de cultura foi aspirado e foram adicionados 500 L de
PBS a cada amostra. A quantidade de producédo de EROs foi determinada pela
intensidade de fluorescéncia da sonda em cada amostra por varredura de cada
compartimento (excitagdo 488 nm, emissao 540 nm), em fluorimetro (Synergy
H1 — Biotek) transformada em porcentagem em funcao do grupo das células

dos individuos jovens, considerado como controle (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema representativo do ensaio de produgéo de EROs.
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Pré-tratamento das células com sonda Leitura em fluorescéncia (excitacdo
fluorescente (H2DCFDA Invitrogen) 488nm, emissdo 540nm)

4.2.5 Avaliagdo da produgao de Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico também € um importante mediador inflamatério na
resposta celular e tecidual, pois também é capaz de promover a proliferacao
celular®. Porém, assim como as EROs, o efeito deste mediador esta
relacionado a sua concentragao tecidual, sendo que em altas concentragdes, o
NO pode causar intenso dano tecidual®.

A quantificagdo de 6xido nitrico (NO) produzido pelas células em cultura
foi determinada utilizado o acumulo de nitrito no sobrenadante da cultura de
células por meio da reagao de diazotagdo com o reagente de Griess (Sigma-
Aldrich)?" 8.

Aliquotas de 50 uL do meio de cultura que foi mantido em contato com
as células durante o tratamento proposto foram transferidas para outra placa de
cultura de 96 compartimentos e o reagente de Griess adicionado na mesma
proporcdao. Apos 10 minutos de incubagdo em temperatura ambiente na
auséncia de luz, a concentracdo de NO foi determinada por meio da
absorbancia da solugéo, determinada em espectrofotdmetro a 540 nm (Synergy
H1-Biotek). A absorbancia foi transformada em porcentagem em fung¢ado do

grupo das células dos individuos jovens, considerado como controle (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de produgéo de NO.

50 puL de extrato das células Adicdo do reagente de Leitura da absorbancia em
transferido para placa de 96 Griess em ambiente escuro 540 nm
compartimentos por 10 minutos

4.2.6 Avaliacao da sintese de quimiocina CCL5

A quimiocina CCL5 é altamente expressas durante o processo
inflamatdrio e esta relacionada a migracdo de outras células inflamatdrias®.

A avaliagao da sintese de quimiocina consiste num teste de imunoensaio
ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em uma reacao
antigeno-anticorpo, o qual foi realizado segundo recomendacdes do fabricante
(R&D Systems, EUA, Minneapolis MN, EUA). Para tanto, o meio de cultura em
contato com as células foi coletado e armazenado a -20°C até o momento da
realizagao do ensaio.

Para o ensaio ELISA, as placas de 96 compartimentos foram tratadas
com anticorpos primarios especificos (2 ug/mL — CCL5) e incubadas overnight.
A segquir, foram realizadas lavagens (wash solution 2,5%), seguido de
incubagédo com solugéo de bloqueio (BSA 1% em PBS - R&D Systems) por 1 h
a temperatura ambiente. Apos lavagem, foram adicionados 100 uL de cada
amostra e curva padrdo, com concentracdes pré-determinadas de cada
quimiocina e as placas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente,
seguido de nova lavagem. A seguir, foi adicionado o anticorpo secundario (400
ng/mL — CCL5) e foram incubados por 2 h adicionais. Apos lavagem, a

streptavidina (1:400 em BSA 1% — R&D Systems) foi entdo adicionada as
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amostras por 20 minutos na auséncia de luz. Novas lavagens foram realizadas,
e a substrate solution (R&D Systems) foi adicionada e mantida por 20 minutos.
Por fim, a Stop solution foi adicionada para cessar a reacdo e a densidade
Optica obtida das amostras mensurada por espectrofotometro (Synergy H1-
Biotek) no comprimento de onda de 450 nm®. As concentragdes de CCL5 foram
determinadas por meio de transformagdo dos valores da absorbancia em
porcentagem em funcdo do grupo das células dos individuos jovens,

considerado como controle (Figura 7).

Figura 7 - Esquema representativo do ensaio de sintese protéica de quimiocina CCL5 pelo
teste de ELISA.
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Kit ELISA Aplicagdo dos extratos
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Leitura da densidade optica por espectrofotometro a 450 nm
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4.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa poténcia ou do fator de
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos

4.3.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais e controle para essa pesquisa estédo

representados na Tabela 3. Sendo os mesmos grupos experimentais e controle

utilizados tanto para jovens quanto para idosos.

Tabela 3 - Divisdo dos grupos experimentais dos fibroblastos
gengivais obtidos dos individuos jovens e idosos

Tratamentos

EGF LBP
100 uM (3 irradiacdes de 3,0 J/cm?)

*Cada grupo experimental foi composto de 2 amostras de 3
individuos distintos, em duplicata, totalizando n=12

**Todos 0s grupos foram avaliados nos periodos de 72 h apds os
tratamentos propostos, de acordo com as metodologias descritas

posteriormente

Para cada experimento realizado, foram utilizadas 2 amostras de cada

linhagem primaria, sendo o experimento realizado em duplicata.
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4.3.2 Cultivo Celular

Para a avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue® e
sintese do fator de crescimento VEGF (ELISA), as células foram cultivadas por
24 h em placas de 24 compartimentos (TPP) na densidade de 3x10*
células/compartimento em meio de cultura contendo 10% de SFB. Para o
desenvolvimento do experimento de migracéo pelo ensaio de Wound Healing e
sintese de colageno (Sirius Red), as células foram cultivadas da mesma
maneira que para os testes descritos acima, porém numa densidade de 8x10*
células/compartimento. Foram utilizadas células entre as passagens 3 a 6
sendo que para cada experimento foram utilizadas as mesmas passagens para

todos os pacientes.

4.3.3 Irradiagao

Para a irradiagado das células, foi utilizado o dispositivo LASERTable
(Figura 8), desenvolvido pelo Grupo de Optica (GO) do Centro de Pesquisa em
Optica e Fotdnica (CePOF) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da
Universidade de Sao Paulo (USP), sob orientagcdo do Prof. Dr. Vanderlei
Salvador Bagnato''® % Este dispositivo é composto por 12 diodos que
emitem um comprimento de onda de 780 nm. Este comprimento de onda foi
selecionado baseado em estudos anteriores, nos quais foi determinado que o
mesmo é capaz de promover aumento da proliferacdo celular e da sintese de
fatores de crescimento em culturas de fibroblastos'* 1% 32 43. 87

Diodos do tipo InGaAsP (arseneto de idio galio e fosfato) estdo
posicionados na LASERTable de maneira a irradiar homogeneamente e de
maneira individual, um total de 12 dos 24 compartimentos da placa de cultura
celular (TPP). Esta disposicdo dos diodos evita a sobreposi¢cao da irradiagao
para outros compartimentos. Cada irradiagao foi feita a uma distancia
padronizada das células em cultura (2,5 cm), sendo que lentes especificas
direcionaram o feixe de luz de tal maneira a irradiar toda base de cada

compartimento onde as células foram cultivadas. Assim, a area irradiada
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corresponde a area de cada compartimento da placa de 24 compartimentos
(2,0 cm?).

Figura 8 - Esquema representativo do dispositivo para irradiagédo (LASERTable) das células em

cultura.

Placa de cultura
Conjunto de lentes
Diodos InGaAsP

Para este experimento foram realizadas 3 irradiagées com intervalos de
24 h entre cada irradiagdo com a densidade de energia de 3,0 Jiem? (Tabela
4). Esta densidade foi determinada considerando resultados obtidos por
estudos anteriores, os quais demonstraram que estes parametros sdo capazes
de promover aumento da proliferacdo, bem como metabolismo e expressao

génica de células de diferentes linhagens'>" 37 43.64.65.87

Tabela 4 - Parametros de irradiagdo estabelecidos para o experimento.

Poténcia Comprimento de Densidade de Distancia Area de Tempo de acordo
(w) onda Energia (DE) (cm) Irradiagdo com DE
(nm) (J/em?) {cm?) (s)
0,025 780 3,0 2,5 2,0 240

4.3.4 Adicao do fator de crescimento EGF

O fator de crescimento EGF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
diluido em meio de cultura DMEM sem SFB (100 pM), sendo esta
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concentracao estabelecida apds estudo piloto, e esta solugao foi aplicada sobre
as células de acordo com os grupos estabelecidos e mantida em contato com

as ceélulas conforme os grupos e periodos de avaliagao.
4.3.5 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue®

O ensaio Alamar Blue® foi realizado para detectar a atividade metabdlica
celular através de indicador fluorimétrico. Este ensaio permite a avaliagdo da
viabilidade das células em cultura, sem prejuizo para as mesmas, permitindo
analises pareadas, de acordo com os periodos estabelecidos. Para isso, foi
utilizado o reagente Alamar Blue® (Invitrogen), o qual se baseia na
incorporagao de um indicador de oxirredu¢cdo que apresenta alteragdo de cor
em resposta a redugdo quimica do meio de cultura em decorréncia da
respiracao aerobica. Assim, foi adicionado as células o equivalente a 10% do
volume de cultura da solucdo de Alamar Blue® conjuntamente ao meio de
cultura sem SFB (100 pL de solucdo de Alamar Blue® em 900 pL de meio de
cultura). As células permaneceram em contato com a solugdo em incubadora
em condigbes adequadas (37°C e 5% de CO,) por 4 h. Apos este periodo, 2
aliquotas de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96
compartimentos e a fluorescéncia das amostras foi avaliada em fluorimetro
(Synergy — H1 — Biotek Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570 e

600 nm, no periodo de 72 h apods os tratamentos (Figura 9).

Figura 9 - Esquema representativo do ensaio de viabilidade celular pelo teste de Alamar Blue®.

463417
2015/09/03

Solugdo de Alamar Blue Aliquotas de 100 pL Leitura da absorbancia no
transferidas para placas de 96 comprimento de onda de 570
compartimentos e 600 nm
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4.3.6 Avaliagao da Migracao Celular - Wound Healing

A capacidade de migracdo de fibroblastos de gengiva submetidos ou
nao ao tratamento com LBP ou EGF foi realizada através de um protocolo in
vitro de cicatrizacdo de feridas®®. Apds 24 h do cultivo celular, uma *ferida” in
vitro foi criada, utilizando-se para isto, a ponta de uma ponteira de 5 mL. A
presenca da “ferida” foi confirmada em microscépio de luz invertido (TS 100,
Nikon, Tokyo, Japao).

A seguir, as células foram irradiadas utilizando o protocolo de irradiagao
(Tabela 4) e o fator de crescimento foi adicionado conforme descrito
anteriormente. A migragao celular foi avaliada nos periodos de 24, 48 e 72 h
apos estes tratamentos.

A analise da migracao dos fibroblastos de gengiva para a area central da
ferida foi determinada por fotografias obtidas através de cémera acoplada a
microscopio de luz invertida de cada compartimento da placa nos periodos de
avaliagdo propostos. Tal como anteriormente descrito por Basso et al.™® (2012),
as areas das feridas foram analisadas em microscopio 6ptico (Olympus BX51,
Miami, FL, EUA) equipado com camera fotografica (Olympus c¢ 5060) e
submetidas a analise por software Image J (Wayne Rasband, National Institute

of Mental Health, EUA) através da mensuragao da area da “ferida” (Figura 10).

Figura 10 - Esquema representativo do ensaio de migracdo celular pelo teste de Wound

Healing.
£
~
£ 2y
w\\k’«‘ / b4
W F
Semedura de células Confecgdo da “ferida” com ponteira Fotomicrografia em
em confluéncia de pipeta microscopio de luz invertida

Andlise software Image J
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4.3.7 Andlise da sintese de colageno pelo ensaio de Sirius Red

Este ensaio foi realizado conforme descrito anteriormente no Estudo 1.
No entanto, o volume de meio de cultura coletado para realizagao desse teste
assim como o volume de solu¢cdo de Direct Red foram de 400 pL. Além da
determinacado da concentragcado de sintese de colageno ser determinada por

meio de curva padrdo com concentragdes pré-determinadas de colageno.

4.3.8 Analise da sintese do fator de crescimento VEGF

A avaliagédo da sintese de VEGF foi realizada por meio do imunoensaio
ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), da mesma maneira que foi
avaliado a expressao da quimiocina CCL5 no Estudo 2. No entanto, a
concentracdo dos anticorpos primarios e secundarios especificos utilizados
para essa andlise foi de 1,0 yg/mL — VEGF e 100 ng/mL - VEGF,

respectivamente.
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4.4 Analise dos resultados

Devido a ndo aderéncia a curva normal, todos os dados referentes aos
trés estudos independentes foram analisados estatisticamente por meio dos
testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis complementados por testes de
Mann-Whitney, ao nivel de significAncia de 5%, ou seja, grupos foram

considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1 - Diferengas funcionais envolvidas na capacidade de reparo

de fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e idosos

5.1.1 Analise da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo comparativa da viabilidade
dos fibroblastos obtidos da gengiva de pacientes jovens (J) e idosos (l), através

do ensaio de MTT, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Viabilidade celular (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival de
pacientes jovens e idosos, avaliada em 24,48 ou 72 h

Idade
Periodo JOVENS IDOSOS
24 h 103,9 (90,7-114,5) A b* 182,7 (173,8-200,9) A a
48 h 108,0 (88,5-117,7) Ab 115,9 (111,1-131,2) B a
72 h 102,0 (92,1-117,7) A a 81,1(78,7-92,5)C b

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras mindsculas permitem
comparagao nas linhas e letras maiusculas permitem comparagao nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Quando realizada a comparagdo da viabilidade celular no grupo
composto por células obtidas de tecido gengival de individuos jovens, nao foi
observada diferenga estatistica nos diferentes periodos avaliados (p>0,05). No
entanto, para o grupo de células de individuos idosos houve uma redugéo
gradativa da viabilidade celular com o decorrer dos periodos de incubacgéo
(p<0,05). Comparados os fibroblastos J e | para cada periodo avaliado,
observa-se maior viabilidade para as células | nos periodos de 24 e 48 horas,
(p<0,05).
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5.1.2 Analise da producao de proteina total pelo método de Lowry

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo comparativa da producéao de
proteina total pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e

idosos estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Produgao de proteina total (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival

de pacientes jovens e idosos, avaliada em 24, 48 ou 72 h

Idade
Periodo JOVENS IDOSOS
24 h 97,5 (78,0-122,4) A b* 122,4 (103,4-168,6) A a
48 h 96,1 (82,5-109,9) A a 89,0 (79,1-100,2) B a
72h 89,6 (75,9-106,1)A a 89,2 (80,3-107,0)B a

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minusculas permitem
comparagao nas linhas e letras maiusculas permitem comparagao nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Quando comparados os grupos de fibroblastos gengivais dos individuos
jovens nos diferentes periodos de avaliagdo nao foi observada diferenca
estatistica na producédo de proteina total (p>0,05). No grupo dos fibroblastos
gengivais dos individuos idosos nota-se uma maior producédo de proteina total
ocorreu no periodo de 24 horas (p>0,05). Comparando-se os grupos de células
dos individuos jovens e idosos dentro de cada periodo avaliado, a produgao de
proteina total foi maior apenas no periodo de 24 h pelas células dos individuos

idosos.

5.1.3 Analise da sintese de colageno pelo método de Sirius Red

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo comparativa da sintese de
colageno pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos

estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Produgao de colageno (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival de

pacientes jovens e idosos, avaliada 24, 48 ou 72 horas

Idade
Periodo JOVENS IDOSOS
24 h 99,7 (98,0-103,0) A a* 97,8 (94,5-101,6) A a
48 h 100,1 (97,3-103,8) A a 90,2 (83,9-97,6) B b
72h 103,6 (100,0-107,3)A a 103,0 (97,4-106,8) A a

Valores s&o medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras mindsculas permitem
comparagao nas linhas e letras mailsculas permitem comparagdo nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que nao houve
diferenga estatistica na sintese de colageno no grupo de células dos individuos
jovens independente do periodo avaliado (p>0,05). Para o grupo de células dos
individuos idosos, uma reducdo da sintese de colageno foi observada no
periodo de 48 h, apresentando-se também inferior a producdo de colageno
pelas ceélulas dos individuos jovens quando comparados dentro deste mesmo
periodo (p>0,05).
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5.2 Estudo 2 - Capacidade de resposta dos fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos frente ao TNF alfa

5.2.1 Analise da produgio de Oxido Nitrico (NO)

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo comparativa da produgao de
NO pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na

presenca de TNF-a estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Produgéo de oxido nitrico (% controle jovens) por fibroblastos obtidos do tecido

gengival de pacientes jovens e idosos, em funcdo da presenca de TNF-a

ldade
Tratamento JOVENS IDOSOS
Controle 99,79 (97,94 - 102,64) B a* 99,03 (95,08 - 105,56) B a
TNF-a 174,43 (172,47 - 175,82) A a 169,63 (168,11 -171,12) Ab

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras mindsculas permitem
comparagao nas linhas e letras mailusculas permitem comparagéo nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

De acordo com os resultados obtidos os fibroblastos da gengiva obtidos
dos individuos jovens apresentaram aumento na produ¢cdao de NO quando
expostos ao TNF-a, sendo esse aumento maior nas células dos individuos

jovens se comparado aos idosos (p > 0,05).

5.2.2 Analise da producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo comparativa da producao de

EROs pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na
presenca de TNF-a estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Produgdo de EROs (% Controle jovens), por fibroblastos obtidos do tecido gengival,

em funcao da presenca de TNF-a

Idade
Tratamento JOVENS IDOSOS
Controle 77,35 (66,41 - 102,54) A a* 68,21 (59,30 - 119,37) A a
TNF-a 82,44 (62,34 - 118,07) A a 63,12 (54,21 - 107,15) A a

Valores s&o medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras mindsculas permitem
comparagao nas linhas e letras mailsculas permitem comparagdo nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Quando realizada a avaliacdo da producao de EROs pelos fibroblastos
de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, ndo foi observada diferenga

estatistica quando estes estiveram em presenca do TNF-a (p>0,05)

5.2.3 Analise da expressao de quimiocina inflamatéria CCL5

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo comparativa da sintese de
CCL5 pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na

presenca de TNF-a estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Sintese protéica de CCL5 (% Controle jovens), por fibroblastos obtidos do

tecido gengival, em fungéo da presencga de TNF-a

Idade
Tratamento JOVENS IDOSOS
Controle 100,02 (96,10 - 106,34) Ba* 99,24 (92,07 - 108,63) Ba
TNF-a 1700,23 (1552,22 - 1790,45) 1446,08 (1103,35 - 2221,46)
Aa Aa

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minusculas permitem
comparagao nas linhas e letras mailusculas permitem comparagéo nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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Quanto a sintese protéica de CCL5, foi observado um aumento desta
sintese pelas células quando estas foram expostas ao TNF-a independente da

idade, sem diferenca estatistica entre eles (p<0,05).
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5.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa poténcia ou do fator de
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos

5.3.1 Analise da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue®

Os resultados obtidos a partir da avaliagcdo da viabilidade dos
fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, submetidos aos
diferentes tratamentos propostos através do ensaio de Alamar Blue®, estdo

apresentados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.

Tabela 11 - Viabilidade celular (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos

individuos jovens em fungao da terapia utilizada

Tratamento Viabilidade Celular (%)
Controle 100,00 (80,21 -118,01) B*
EGF 123,61 (95,43 -144,68) AB
LBP 160,71 (125,93 -189,85) A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nado diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Tabela 12 - Viabilidade celular (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos

individuos idosos em fungéo da terapia utilizada

Tratamento Viabilidade Celular (%)
Controle 100,00 (91,11 -109,83) B*
EGF 110,32 (99,30 -118,98) AB
LBP 115,31 (105,83 -122,66) A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

A irradiacdo dos fibroblastos gengivais obtidos de individuos jovens e
idosos com laser de baixa poténcia, caracterizada pela aplicacao tripla na dose
de 3,0 Jicm?, resultou em aumento da viabilidade celular quando comparados

ao grupo controle (p < 0,05).
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5.3.2 Analise da migragao celular pelo ensaio de Wound Healing

Os resultados obtidos da avaliagcdo da migracdo dos fibroblastos dos
pacientes jovens e idosos, através do ensaio de Wound Healing, estao

apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente.

Tabela 13 - Area da les&o (area em mm? x 104) em funcao da terapia utilizada e do periodo de

avaliagdo, para fibroblastos obtidos do tecido gengival dos individuos jovens

Tratamento
Periodo Controle EGF LBP
24 20,05(17,71- 32,82) B b* 12,87(2,17-16,52) A a 7,96(6,94-12,70) A a
48 20,04(13,95-25,49) B b 11,12(6,50-14,33) A a 6,11(3,66-11,38) A a
72 12,63(9,67-16,97) Ab 9,39(2,97-12,51) A ab 4,47(2,55-8,56) A a

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minuUsculas permitem
comparagao nas linhas e letras mailsculas permitem comparagéo nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Tabela 14 - Area da lesdo (area em mm? x 104) em funcgdo da terapia utilizada e do periodo de

avaliagdo, para fibroblastos obtidos do tecido gengival dos individuos idosos

Tratamento
Periodo (h) Controle EGF LBP
24 33,39(16,09- 39,66) A b* 25,96(8,64-39,08) A ab 7,64(2,86-21,96) A a
48 21,58(13,29-28,39) Ab 11,45(6,14-18,66) Aab  10,17(5,98-14,66) A a
72 21,78(9,42-25,45) A c 13,35(9,93-16,33) A b 8,14(4,27-12,68) A a

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minusculas permitem
comparagao nas linhas e letras maiusculas permitem comparagao nas colunas. Valores com

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Maior migragéo de células, ou seja, reducao da area da “ferida” in vitro,
ocorreu no grupo dos fibroblastos obtidos dos individuos jovens nao
submetidos a qualquer tratamento, no periodo mais tardio de 72 h. Quando

estas células foram submetidas as terapias propostas (aplicagdo de EGF ou
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irradiagdo com laser de baixa poténcia), independente do periodo de avaliagao;
nota-se aumento da migragcdo das mesmas nao havendo diferenga entre os
tratamentos propostos (p<0,05).

Para as células do tecido gengival dos individuos idosos, nos periodos
de 24 e 48 h, foi observada maior migragcdo quando fibroblastos foram
irradiados com o laser de baixa poténcia (p<0,05). No periodo de 72 h, ambas
as terapias se mostraram efetivas, promovendo maior migragéo celular quando
comparado ao grupo controle, no entanto a irradiagcdo com LBP exerceu maior

efeito sobre as células (p < 0,05).

5.3.3 Analise da sintese de colageno pelo método Sirius Red

Os resultados obtidos para avaliagdo da sintese de colageno pelos
fibroblastos dos individuos jovens e idosos, tratados com EGF ou LBP, através
do ensaio de Sirius Red, estdo apresentados nas Tabelas 15 e 16,

respectivamente.

Tabela 15 - Sintese de colageno (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos

individuos jovens em fungao da terapia utilizada

Tratamento Sintese de colageno

(% do controle)

Controle 97,61 (82,81 - 116,35) B*
EGF 168,20 (138,01 - 200,94) A
LBP 137,24 (100,79 - 171,90) A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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Tabela 16 - Sintese de colageno (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos

individuos idosos em fungéo da terapia utilizada

Tratamento Sintese de colageno

(% do controle)

Controle 98,24 (80,88 - 110,54) B*
EGF 141,38 (126,49 - 146,19) A
LBP 121,95 (110,37 - 130,74) A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Aumento na sintese de colageno ocorreu quando fibroblastos gengivais
obtidos de individuos jovens e idosos foram submetidos a ambas modalidades
terapéuticas propostas (fator de crescimento EGF ou 3 irradiagbes com laser
de baixa poténcia na dose de 3,0 J/cm?), quando comparados aos respectivos

fibroblastos controle (p < 0,05).

5.3.4 Analise da sintese protéica do fator de crescimento VEGF pelo
ensaio de ELISA

Os resultados obtidos para avaliacdo da sintese protéica do fator de
crescimento VEGF pelos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos pacientes
jovens e idosos, através do ensaio de ELISA, estdo representados nas Tabelas

17 e 18, respectivamente.

Tabela 17 - Sintese protéica de fator de crescimento VEGF, detectado pelo método ELISA (%
do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos individuos jovens em fungao da

terapia utilizada

Tratamento Producgdo de VEGF
(% do controle)
Controle 109,45 (60,91 - 126,37) B*
EGF 234,17 (148,50 - 323,88) A

LBP 120,59 (80,67 - 171,78) B
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Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Tabela 18 - Sintese protéica de fator de crescimento VEGF, detectado pelo método ELISA (%
do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos individuos idosos em fungao da

terapia utilizada

Tratamento Producdo de VEGF
(% do controle)
Controle 100,91 (94,03 - 113,75) B*
EGF 122,03 (110,71 - 130,05) A
LBP 61,23 (50,25 - 87,26) C

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).

Quando comparados os tratamentos aplicados sobre as células obtidas
de individuos jovens e idosos, observou-se maior sintese de VEGF quando as
células foram expostas ao fator de crescimento EGF (p<0,05), sendo que a
laserterapia de baixa poténcia ndo causou estimulo significativo sobre as
células em cultura. Para os fibroblastos provenientes de individuos idosos,
também foi observado aumento significativo na sintese de VEGF apés
tratamento com EGF, sendo que esta atividade celular foi reduzida quando os
estes fibroblastos foram irradiados com o laser nos parametros propostos neste

estudo.
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6 DISCUSSAO

O reparo tecidual € um processo continuo no qual moléculas e células
se organizam de maneira a reestabelecer a homeostasia do tecido injuriad051’
%2 Para tanto, é necessario que eventos coordenados, tais como a liberagédo de
fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular ocorram, de forma
que as fases do processo de reparo (hemostasia, inflamagéo, proliferagéo e
remodelacdo do tecido) evoluam, promovendo a restauracdo do tecido*” 2

A capacidade de reparo da mucosa oral se deve, em grande parte, aos
fatores intrinsecos deste tipo de tecido, tais como a presenga de células
estruturais com potencial de regeneragao, intensa vascularizagéo e alta taxa de
renovagdo do tecido conjuntivo e do epitélio®’. No entanto, é evidente que o
fluido salivar também apresenta um papel importante durante este evento,
proporcionando um ambiente propicio para a rapida reparagdo da mucosa
oral®'.

Dentre os diferentes tipos celulares, os fibroblastos participam
ativamente do processo de reparo tecidual, através da proliferagao, migracao e
preenchimento da ferida, além de sintetizarem fatores de crescimento e
moléculas da matriz extracelular®'. Porém, a funcdo e estrutura destas células
podem ser alteradas por diferentes fatores, como a idade do individuo. Como
observado por alguns pesquisadores, o processo de envelhecimento pode
causar inibicdo da sintese de fatores de crescimento e de proteinas estruturais
basicas, como o colageno, bem como diminuicdo da expressao de

103 " glicoproteina diretamente ligada & capacidade de ades3o

fibronectina®
celular. Assim, a baixa quantidade de fibronectina expressa por células
senescentes causa reducdo da capacidade de adesdo celular, inibindo a
migragao e proliferacdo das células, os quais sdo processos interdependentes
que apresentam papel fundamental no reparo tecidual®®.

Alguns pesquisadores tém comparado as propriedades de fibroblastos
de pele adultos e fibroblastos gengivais adultos com fibroblastos fetais. Os
resultados indicam que, ao contrario dos fibroblastos da pele de adultos,
fibroblastos gengivais adultos apresentam muitas propriedades semelhantes
com fibroblastos fetais, incluindo morfologia, crescimento, capacidade de

migracdo, producdo de fator estimulante de migragdo e de citocinas®'. Dessa
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maneira, € possivel que fibroblastos gengivais sejam fenotipicamente unicos
nos tecidos adultos, o que pode contribuir para a rapida cicatrizacado de feridas
orais, com minima formagao de cicatrizes®".

Na presente pesquisa, quando avaliadas as fungdes celulares
representadas pela viabilidade (MTT), produgédo de proteina total e sintese de
colageno pelos fibroblastos de gengiva dos individuos jovens e idosos,
observou-se que as células J ndo foram afetadas pelo tempo em que
permaneceram em cultura (24, 48 e 72 h). Ja para os fibroblastos |, notou-se
uma redugdo tempo-dependente. Além disso, foi observada uma maior
viabilidade nos fibroblastos | quando comparados aos J nos periodos de 24 e
48 horas. Essa maior viabilidade nos periodos iniciais de avaliacdo pode ser
resultado de uma adesao precoce das células senescentes®, o que permite a
estas células iniciar o processo mitético de forma mais precoce quando
comparadas as células dos individuos jovens. Entretanto, num estudo recente
de Caceres et al.?? (2014), foi demonstrado que fibroblastos da gengiva de
individuos jovens apresentaram maior viabilidade, capacidade de remodelagao
do colageno e de migracdo quando comparados a células obtidas de individuos
idosos. Assim, os autores relataram que a senescéncia pode interferir
negativamente em algumas fungdes dos fibroblastos gengivais humanos.

Também foi verificado no presente estudo que com o decorrer do tempo
(48 e 72 horas), os fibroblastos | passam a reduzir sua producédo de proteina
total, o que pode sugerir alteragdes nas fungdes celulares dos individuos
idosos como um processo de envelhecimento. As alteragcdes nas funcdes
celulares entre individuos jovens e idosos encontrados nesse estudo,
juntamente com os dados ja descritos na literatura estreitam a relagao entre
senescéncia e reducao da capacidade de reparo.

Além da idade do individuo, o processo de reparo tecidual também pode
ser influenciado por outros fatores, como a condigcéo sistémica e presenca de

inflamagao®® *°.

No processo inflamatério, as elevadas concentragbes de
quimiocinas e mediadores inflamatérios podem induzir a formacao local de
espécies reativas de oxigénio (EROs) por diversas células®” %. A producdo de
EROs em baixas concentragdes pode acelerar o processo de reparo; porém,
em concentragdes elevadas ou em exposi¢coes prolongadas, as EROs podem

causar dano tecidual através da peroxidagao lipidica de diferentes organelas,
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como a membrana celular®® " % No presente estudo, o TNF-a ndo exerceu
influencia sobre a producdo de EROs; todavia, houve um aumento na formagao
de NO, o qual apresenta diversas fungdes fisioldgicas tal como a propriedade
bactericida. Tal como para as EROs, o NO em grandes concentragdes também
pode promover efeitos citotoxicos®.

Nesta pesquisa in vitro, observamos a ocorréncia de aumento
significativo na produc¢ao de NO pelos fibroblastos J e | expostos ao TNF-qa, o
que corrobora com o estudo de Chung et al.?’ (2011), os quais demonstraram a
elevacdo na sintese de NO relacionada a resposta inflamatéria frente ao
envelhecimento. Estes autores relacionaram este aumento de NO a maior
ativagcdo da via NFKb, a qual também regula positivamente a sintese de
algumas citocinas inflamatérias, tais como o TNF-q, interleucina 1 beta (IL-1B),
interleucina 6 (IL-6) e cicloxigenase 2 (COX-2). Ainda segundo os autores, este
fato pode estar relacionado a maior incidéncia de doencas inflamatodrias
cronicas em individuos idosos, como a periodontite.

Na inflamacdo dos tecidos da mucosa oral, a quimiocina CCL5,
sintetizada por diferentes tipos celulares, como células T e fibroblastos, esta
presente em altas concentragdes®’. Esta proteina participa ativamente no
processo de reparo tecidual, induzindo a migracdo de diferentes tipos de
células inflamatdrias, como os leucdcitos, para o sitio da inflamagao®® . No
entanto, a manutengdo da expressao desta citocina, com consequente
manutengdo do processo inflamatorio, pode levar a cronificacdo da ferida,

° resultando no

podendo estar relacionada também a perda de tecido 6sseo™®
atraso do processo de reparo em tecidos lesionados da cavidade oral.

Foi demonstrado, no presente estudo, aumento na expressdo de CCL5
pelos fibroblastos J e | expostos ao TNF-a, sem diferencga estatistica entre eles.
Este dado cientifico confirmou que, independente da idade, os fibroblastos de
gengiva de seres humanos apresentam capacidade de resposta inflamatéria e
ativagdo da migragao de células envolvidas no processo de reparo.

A resposta inflamatéria celular, representada pela capacidade de
resposta a traumas ou a patdégenos esta diretamente relacionada a um
processo de reparo eficaz. Durante o processo de reparo tecidual, a fase
inflamatoria promove a proliferacdo e migragao das células através da sintese

de mediadores inflamatérios’® %2. Esta sintese, todavia, deve ser regulada, pois
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o0 aumento da concentracdo local de mediadores inflamatdrios ou ainda a
manutengdo destes mediadores por periodos prolongados nos tecidos orais
também pode levar a um atraso do processo de reparo®. Desta maneira,
diferentes modalidades terapéuticas com o objetivo de acelerar o processo de
reparo em cavidade oral tém sido amplamente propostas e estudadas?®® % %,
Na presente pesquisa, foi demonstrado que fibroblastos J e | submetidos a
laserterapia apresentaram aumento de viabilidade quando comparados aqueles
sem tratamento (controle). Este resultado indica que esse tipo de tratamento
nos parametros utilizados pode acelerar a capacidade proliferativa dessas
células, tal como previamente relatado por Basso et al.”> (2012). Estes
pesquisadores verificaram que a laserterapia é capaz de estimular a
proliferagdo e migracao de células do epitélio oral.

Tem sido demonstrado que a migragao celular € uma resposta bioldgica

fundamental para o processo de reparo tecidual’®

. A liberacdo de fatores de
crescimento e proteinas no plasma faz com que as células modifiquem seu
fendtipo e iniciem sua migracdo para o local da ferida’®. Durante este evento,
protrusdes citoplasmaticas e retragcdo controlada dos focos de adesdo séao
produzidos pelas células como resultado da expressdo das proteinas
envolvidas nesse processo e que podem influenciar no reparo das feridas' .

Estudos prévios com fibroblastos da mucosa gengival mostraram a alta
capacidade dessas células em reorganizar sua matriz extracelular, sendo este
fato diretamente relacionado a sua elevada capacidade de migracao®” . No
presente estudo, foi observado que os fibroblastos J nao tratados
apresentaram maior migragdo no periodo de 72 horas. Uma possivel
explicacdo para isto seria o fato de que logo apds a confeccdo mecanica da
“ferida”, as células adjacentes tenham que se recuperar da agressao e entao
se aderir ao substrato, sendo que os periodos de 24 e 48 horas talvez nao
sejam suficientes para que ocorra este evento celular in vitro.

Também foi observado, neste estudo, que, de maneira geral, as terapias
propostas promoveram maior migracao celular, observada pelo ensaio de
Wound Healing. Para os fibroblastos J, ambos os tratamentos resultaram em
efeito bioestimulatério, enquanto que para as células | a laserterapia exerceu
maior efeito sobre as células nos diferentes periodos de avaliagcéo (24, 48 e 72

h). Nos ultimos anos, a laserterapia de baixa poténcia (LBP) tem sido utilizada
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para acelerar a reparacdo tecidual, uma vez que induz o aumento da
vascularizacdo local, sintese de colageno e da proliferacéo celular®* ', Foi
demonstrado que a absorcao do laser pelas células promove aumento de seu
metabolismo, caracterizado pela estimulagdo dos fotorreceptores da cadeia
respiratoria mitocondrial, alteragdes nos niveis de ATP celular, liberacdo de
fatores crescimento, e sintese de colageno® . AlGhamdi et al.? (2012)
realizaram uma revisdo de literatura, sendo que para isto os autores
selecionaram e discutiram artigos onde a LBP foi utilizada para estimular a
proliferagcdo de células de diferentes linhagens. Os autores concluiram que a
LBP estimula células em cultura. Todavia, os autores ressaltaram que a
resposta a irradiagao com laser é dose-dependente, sendo que este tipo de luz
pode estimular ou inibir a proliferagédo celular.

Assim como previamente relatado por outros pesquisadores' 3% 87

o}
presente estudo demonstrou bioestimulagdo celular quando realizada a
irradiagdo da cultura primaria dos fibroblastos de gengiva com laser de baixa
intensidade. Este dado corroborou com os achados prévios de Basso et al.”
(2012), os quais aplicaram os mesmos parametros de irradiacdo sobre
fibroblastos.

Os fatores de crescimento sdo moléculas que regulam diversos eventos
celulares capazes de promover a reparagao dos tecidos atraves de sua ligagao
a receptores especificos expressos na superficie da membrana celular'’. Estes
autores demonstraram que fibroblastos apresentam fungdes coordenadas por
diversos fatores de crescimento, tais como EGF, fator de crescimento
fibroblastico 2 (FGF-2), fator de crescimento transformador 3 (TGF-B), fator de
crescimento plaquetario (PDGF) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF). Esses fatores podem atuar localmente, de maneira autdcrina ou
paracrina, exercendo seus efeitos bioldgicos e consequentemente participando
efetivamente do amplo processo de regeneracéo tecidual®. No entanto, os
mecanismos de sinalizagdo pelos quais esses fatores de crescimento regulam
as fungdes dos fibroblastos permanecem pouco conhecidos.

Yeo et al."'? (2002) relataram que células envelhecidas apresentam
reducdo na expressao de receptores de superficie, o que pode ser um dos
fatores responsaveis pela diminuicdo da resposta destas células a fatores de

crescimento e agentes mitogénicos, mesmo na presenga de altas
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concentracdes destas moléculas biologicamente ativas. Shiraha et al.'® (2000)
também demonstraram a reducdo na proliferacdo de fibroblastos dérmicos
senescentes devido a discreta expressdao de receptores de membrana
sensiveis ao fator de crescimento epidérmico (EGF).

Johnson et al.%® (1986) observaram que a diminui¢gdo da producao de
colageno nas culturas de fibroblastos gengivais estava diretamente relacionada
com a idade do doador. Aumento na produgdo de colagenases, como ja
descrito por alguns autores, também pode induzir uma degradagao ou inibigao

na sintese de colageno pelos fibroblastos em cultura® 104,

No presente
estudo, foi observado, para os fibroblastos J e |, um aumento na sintese de
colageno quando estas células foram submetidas as diferentes terapias
propostas (aplicagado de fator de crescimento EGF ou LBP na dose de 3,0
Jicm?). Estes dados podem indicar que estas terapias talvez sejam capazes de
inibir a produgdo de colagenases e estimular a producdo de colageno,
principalmente nas células senescentes.

Acredita-se que o VEGF apresente papel fundamental na reparagao dos
tecidos, visto que a revascularizagdo € um evento dinamico necessario para
que o processo cicatricial seja completo'®. Durante o processo de angiogénese,
diversos fatores de crescimento sdo expressos e regulados; porém sabe-se
que o VEGF é o principal deles, capaz de promover migracdo endotelial,
proliferacdo celular e aumento da permeabilidade vascular regulando a
neovascularizagdo e o reparo tecidual'®. No presente estudo, foi verificado
aumento na expressao de VEGF pelos fibroblastos expostos ao EGF,
independente da idade do doador, 0 que indica que essa terapia pode auxiliar
no processo de angiogénese e reparagao tecidual. Todavia, quando os
fibroblastos | foram irradiados, houve reducédo na sintese protéica desse fator
de crescimento, indicando que os parametros de laser utilizados neste estudo
talvez nao sejam os mais indicados para estimular a producédo desse tipo de
fator de crescimento.

Os resultados obtidos de estudos in vitro devem ser avaliados de
maneira cautelosa, visto que os dados cientificos podem nao representar
efetivamente os amplos eventos observados durante o envelhecimento in
vivo®’. Além disso, deve-se levar em consideracdo que cada individuo pode

responder de maneira especifica e Unica quando da ocorréncia de uma lesao
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tecidual. Desta maneira, o periodo de recuperagdo do tecido lesionado, a
expressao de proteinas, moléculas e fatores de crescimento pode variar de
acordo com cada individuo. Assim, estudos futuros devem ser realizados com o
objetivo de explorar mais profundamente os efeitos celulares e moleculares
envolvidos no processo de reparo tecidual e a influéncia do envelhecimento no

mesmo.
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7 CONCLUSAO

7.1 Conclusao geral

Os resultados demonstraram que os fibroblastos de gengiva de
individuos idosos apresentaram viabilidade e metabolismo reduzidos ao longo
do tempo de cultivo; porém, mantiveram a capacidade de resposta frente ao
estimulo. Além disso, a LBP, nos parametros avaliados, € o EGF, na
concentracdo especifica testada, foram eficazes na bioestimulagdo dos
fibroblastos obtidos de pacientes jovens e idosos, sendo que ambas terapias

parecem ser promissoras para a aceleragao do reparo da mucosa oral.

7.2 Conclusoes especificas

7.21 Estudo 1 - Diferengas funcionais envolvidas na capacidade de

reparo de fibroblastos obtidos da gengiva de individuos jovens e idosos

Quanto as diferencgas funcionais envolvidas na capacidade de reparo:

Os individuos idosos apresentaram maior viabilidade nos periodos
iniciais de cultura; porém, redugao gradativa desta viabilidade foi observada de
acordo com os periodos avaliados. Estas células também apresentaram
reducdo da produgado de proteina total e de colageno no periodo de 48 horas

de cultura quando comparadas as células de individuos jovens.

7.2.2 Estudo 2 — Capacidade de resposta dos fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos frente ao TNF alfa

Quanto a resposta dos fibroblastos da gengiva expostos ao Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a):

Os fibroblastos de gengiva apresentaram aumento da sintese de
mediadores inflamatdrios apds a exposicao ao TNF-a, independente da idade
dos pacientes; porém, as células obtidas de pacientes jovens apresentaram
maior sintese de NO.
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7.2.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa poténcia ou do fator de
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da

gengiva de individuos jovens e idosos

- A LBP promoveu aumento da viabilidade celular nos fibroblastos da
gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos.

- A LBP e o EGF promoveram maior migragao dos fibroblastos gengivais
de pacientes jovens. Para os fibroblastos obtidos dos pacientes idosos apenas
a LBP induziu aumento da migragao celular.

- Ambos os tratamentos (LBP e EGF) promoveram aumento da sintese
de colageno pelos fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes jovens e
idosos.

- O tratamento com EGF promoveu aumentou a sintese protéica de fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) pelos fibroblastos da gengiva
obtidos de pacientes jovens e idosos; porém, houve reducdo na sintese de

VEGF quando as células foram submetidas a irradiagao com laser.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA E FATORES DE CRESCIMENTO
SOBRE A ATIVIDADE DE FIBROBLASTOS DE GENGIVA OBTIDOS DE PACIENTES
JOVENS E IDOSOS

Pesquisador: Carlos Alberto de Souza Costa

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 13514813.6.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 278.678
Data da Relatoria: 21/05/2013

Apresentacao do Projeto:

Os pesquisadores pretendem avaliar, in vitro, a influéncia do envelhecimento celular sobre a capacidade de
reparo de fibroblastos de gengiva quando o tecido é submetido a laserterapia de baixa intensidade e a
aplicacédo de fatores de crescimento. Para isso, deverdo obter amostras de tecidos gengivais expostos apés
a extragao de dentes, que tenham indicagéo clinica para extragdo, de 3 adultos jovens e 3 idosos.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo desse estudo sera avaliar o metabolismo, proliferagdo e migragéo celular, determinados como
indicativos da capacidade de reparo de fibroblastos de gengiva jovens e idosos, submetidos a laserterapia
de baixa intensidade e fatores de crescimento.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam que ndo ha risco adicional aquele a que o paciente estara submetido na
extracdo dentaria. dado que as amostras serdo obtidas de pacientes com indicagédo clinica para tal
procedimento. Nao ha beneficos imediatos aos pacientes da amostra, entretanto o conhecimento obtido
com a pesquisa podera trazer beneficios tanto a eles quanto a outros pacientes que necessitem melhorar
sua capacidade de reparo dos fibroblastos de gengiva.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é oportuna e, apesar de nao trazer beneficios imediatosa aos participantes, podera gerar
conhecimento fundamental para futuras pesquisas que visem desenvolver métodos para melhorar a
capacidade de reparo de fibroblastos de gengiva.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O pesquisador apresenta nova versdao do TCLE com os ajustes solicitados anteriormente. Nele fica
adequadamente esclarecido que a amostra de tecido a ser retirada do paciente é um fragmento de gengiva
obtido a partir papila dental exposta durante um procedimento de extragédo dentaria clinicamente indicada.
Também é informado que o fragmento devera apresentar aproximadamente 1 milimetro,0 que néo trara
qualquer risco adicional ao processo de cicatrizagédo no local da extracdo dentaria.

O pesquisador também corrigiu o cronograma apresentado no projeto de pesquisa.

Recomendacées:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O pesquisador apresentou nova versdo do TCLE e do projeto de pesquisa corrigindo ou adequando seu
texto em acordo com as solicitagdes da relatora. Meu parecer é favoravel a aprovagéo do projeto de
pesquisa no termos apresentados em 22 de abril de 2013.
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Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
Aprovado em sesséo de 21 de maio de 2013.
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