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RESUMO



CANO, R. N. Papel da MMP-9 e do TGF-B na expressao de componentes da
Matriz Extracelular por fibroblastos gengivais de camundongos normais e
diabéticos com doenca periodontal in vitro. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa Multicéntrico de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas. Faculdade
de Odontologia de Aracatuba. Universidade Estadual Paulista. Aracatuba, SP
20109.

Na presenca de Diabetes Mellitus, a doenca periodontal (DP) pode acentuar o
aparecimento de complicacbes e aumentar sua prevaléncia. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar se o Fator de Crescimento Transformador - do tipo 1 (TGF-
B1, sigla em inglés) e Metaloproteinase de matriz -9 (MMP-9, sigla em ingés)
estdo modulando a formacdo de componentes de matriz extracelular em
fibroblastos gengivais (FG) de camundongos diabéticos e com DP. Os 24 animais
foram separados em 4 grupos, e entdo foram tratados com estreptozotocina para
inducéo de diabetes e foi realizado indug¢do da DP através de ligadura com fio de
seda. ApGs a eutanasia e coleta da gengiva, FG dos camundongos foram
cultivados. A expressao génica de RNAmM e producdo de proteina para MMP-9,
TGF-B1 e colageno tipo 1 (Collal) foram avaliadas. Eles também foram tratados
com inibidores de MMP-9 e TGF-B1, e dexametasona (Dexa) por 24h. FG de
animais normais e diabéticos com DP induzida tiveram expressao aumentada de
MMP-9 e TGF-B1 em 6 e 24h, diminuindo em 48h. Expressdo génica de Collal
foi diminuida em FG com DP em 6, 24 e 48h. Inibidor de MMP-9 (MMP-9i)
bloqueou a expressdo génica de MMP-9 e de TGF-f1 em FG normais e
diabéticos em 24h. A expresséo de collal foi inibida pelo MMP-9i somente em
FG normais, mas ndo em diabéticos. A expressao de receptor de TGF- do tipo 1
(TGF-B R1) foi aumentada em FG normais e diabéticos, porém MMP-9i diminuiu
esta expressdo somente em FG diabéticos. Inibidor de TGF- (SB431542) e Dexa
interromperam a expressao génica de MMP-9, TGF-B1 e collal em FG normais e
diabéticos com DP em 24h. TGF- R1 também foi inibido em FG normais e
diabéticos com DP em 24h de tratamento com SB431542. Juntos, esses achados
sugerem que individuos diabéticos tém sintese aumentada de TGF- e MMP-9
em FG durante a DP devido a ativacdo do TGF-B R1 via ALK5 e presenga de
MMP-9. Por outro lado, o aumento na expresséo de colageno é devido a ativagéo
de TGF-B R1 em FG normais e diabéticos, e presengca de MMP-9 em FG normais,

somente. Palavras-chave: doenca periodontal, diabetes mellitus, fibroblastos.



ABSTRACT



CANO, R. N. Role of MMP-9 and TGF-B on extracellular matrix components
expression by in vitro fibroblasts from normal and diabetic mice with
periodontal disease. Dissertacdo (Mestrado) — Programa Multicéntrico de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas. Faculdade de Odontologia de Aracatuba.
Universidade Estadual Paulista. Aracatuba, SP 2019.

In presence of Diabetes Mellitus, periodontal disease (PD) can accentuate
complication appearance and increase prevalence. The aim of this study was to
evaluate whether Transforming Growth factor-§ 1 (TGF-fl) and Matrix
Metaloproteinase-9 (MMP-9) are modulating the extracellular matrix components
in gingival fibroblasts (GF) from diabetic mice (D) with PD. 24 animals were
divided in 4 groups then they were treated with streptozotocin to diabetes
induction and DP was inducted through a ligature with silk thread. After euthanasia
and gingiva harvest, mice GF were cultured. MMP-9, TGF- B1, and type 1
Collagen (collal) mRNA expression and protein production were evaluated. They
were also treated with MMP-9 and TGF-B inhibitors, and dexamethasone (Dexa)
for 24h. Normal and diabetic GF from PD-induced mice had increased MMP-9 and
TGF-B1 expression at 6 and 24 h decreasing at 48 h. Collal gene expression was
decreased in normal GF with PD at 6, 24 and 48 h. In diabetic GF collal
expression was inhibited at 6, 24 and 48 h. MMP-9 inhibitor (MMP-9i) blocked the
MMP-9 expression, and TGF-B1 gene expression in normal and diabetic GF at 24
h. The collal gene expression was inhibited by MMP-9i only in normal GF but not
in diabetic. TGF-B R1 was increased in normal and diabetic GF with PD, but MMP-
9i decreased this expression only in diabetic GF. TGF-B inhibitor (SB431542) and
Dexa abrogated MMP-9, TGF-B1 and collal expression in normal and diabetic
GF with PD at 24 h. TGF-f R1 was also inhibited in normal and diabetic GF with
PD after 24 h of treatment with SB431542. Taken together, these findings
suggests that diabetic individuals has increased synthesis of TGF- and MMP-9 in
GF during PD due to TGF-B R1 activation via Alk5 and presence of MMP-9. On
the other hand, increased in the collal expression is due to TGF-f R1 activation

in normal and diabetic GF and presence of MMP-9 in normal GF.

Keywords: periodontal disease, diabetes mellitus, fibroblasts.
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INTRODUCAO



1. Introducéao

A Doenca periodontal (DP) é uma doenca multifatorial caracterizada por
com condig¢@es inflamatoérias cronicas da gengiva, 0sso e ligamento periodontal. A
DP se inicia com a gengivite, uma inflamacdo localizada da gengiva, apés a
formacdo de placa dental, que nada mais é do que biofilme microbiano que se
forma no dente e gengiva. Este biofilme possui microrganismos que estimulam
continuamente o tecido adjacente. A gengivite ndo tratada progride para a perda
da gengiva, osso e ligamento, o que cria as “bolsas” periodontais, que sdo os
principais sinais da doenca periodontal e pode levar a perda dos dentes (Kinane
et al., 2017). Fatores de risco como higiene oral precéria, predisposicao genética,
fumo e doengas sistémicas como Hipertensao Arterial Sistémica e Diabetes
Mellitus (DM) acentuam o aparecimento de complicagbes e a prevaléncia desta

doenca (Lala e Papapanou, 2011; Sonnenschein e Meyle, 2015).

A resposta local na DP é caracterizada por producdo desregulada de
mediadores inflamatérios e enzimas, como interleucinas, citocinas,
prostaglandinas, fatores de crescimento, metaloproteinases de matriz, entre
outros (Llambés et al, 2015). Apesar da causa primaria da DP ser uma infeccao
bacteriana seguida de liberacdo de mediadores inflamatérios, na presenca de
doencas sistémicas como DM, existem alteracées imunes que pioram a resposta
do hospedeiro, contribuindo para o aumento da intensidade da DP (Lala e
Papapanou, 2011; Casanova et al, 2014). DM tem sido um dos maiores fatores de
risco estudados devido seu papel potencial no aumento de complicacdes na DP, e
a sua dificuldade de controle de tratamento da doencga (Lala e Papapanou, 2011;

Sonnenschein e Meyle, 2015; Llambés et al, 2015; Casanova et al, 2014).
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A DM é uma doenca que se caracteriza por destruicdo e/ou disfuncéo de
células beta pancredticas, resisténcia insulinica, e estad muitas vezes relacionada
com dislipidemias e obesidade, resultando num estado de hiperglicemia. Apés a
hiperglicemia, os pacientes com DM estdo susceptiveis &s complicagdes cronicas.
A DM atinge cerca de 425 milhdes de pessoas em todo o mundo (IDF, 2017). S6
no Brasil existem 16 milhdes de pessoas vivendo com a doenga, € 0S numeros
tém mostrado um aumento muito significativo nos ultimos dez anos, cerca de
65%, obnubilando as perspectivas para o panorama da DM no Brasil @ no mundo
(IDF, 2017). Novas estratégias baseadas em recentes evidéncias enfatizam o
controle da doenca além do controle glicémico somente. Os sintomas mais
comuns da DM s&o: polidria, polifagia e polidpsia, além de perda de peso, entre
outros, porém a principal preocupacao dos especialistas reside no potencial deste
problema crénico de saude publica em causar complicacbes que impactam
diretamente na forca produtiva de uma populagédo cada vez mais jovem acometida
(ADA, 2018)

Muito se tem evidenciado nos ultimos anos sobre influéncia da DP
em pacientes vivendo com diabetes. Estudos tém demonstrado que pacientes
com DP severa tem mais dificuldade para controle glicémico, ou seja, apresentam
niveis de glicemia de jejum acima de 200 mg/dL e HbAlc > 9%. Além disso, o
aumento de citocinas inflamatdrias no sistema circulatério de pacientes com DM e
DP, tem sido relacionado hipoteticamente com a incidéncia de resisténcia
insulinica periférica, o que pode levar e/ou agravar o estado da DM. Ha também
evidéncias que relacionam a DP em pacientes diabéticos com 0 aumento da
prevaléncia de complicagbes cardiovasculares, retinopatia, neuropatia e

proteinuria (Preshaw et al, 2012; Casanova et al, 2014).
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Por outro lado, na presenca de DM, ocorrem intera¢cdes ndo enzimaticas
entre glicose ou lipidios oxidados e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos
nucleicos, formando os produtos finais de glicacdo avancada (AGE, sigla em
inglés). AGE se ligam a receptores especificos (RAGE), que estdo presentes em
varios tipos celulares como fibroblastos, células endoteliais e células imunes,
levando a diminuicdo da producdo de coldgeno, aumento da permeabilidade
celular e liberacdo de citocinas e quimiocinas. Eles também estimulam a libracdo
de enzimas que degradam a matriz extracelular, causam aumento de células
imunes, o que leva a aumento da atividade fagocitaria no local da inflamacao
(Lala e Papapanou, 2011; Sonnenschein e Meyle, 2015; Sempowski et al, 1997,
Javaid et al, 2017). Producdo e secrecdo aumentada dessas citocinas
inflamatorias retardam a cicatrizacdo da mucosa oral e leva a efeitos citopéaticos
nas ceélulas da mucosa como fibroblastos, alterando seu comportamento (Tipton
et al, 2015).

Fibroblastos sdo o principal e mais numeroso tipo celular no tecido
gengival (Palm et al, 2017; Sempowski et al, 1997). Eles tém um importante papel
na manutencéo do tecido conjuntivo gengival através da sintese, remodelamento
e degradacdo de matriz extracelular, rica em coldgeno e outras proteinas
estruturais, e também pela sintese de proteinases como as metaloproteinases de
matriz (Almeida et al, 2015, Abel et al, 2008).

O coldgeno é uma polipetideo formado de 3 principais aminoacidos:
glicina, prolina e lisina, e mais dois que podem ser adicionados poOs-
transcricionalmente: a hidroxiprolina e a hidroxilisina. E a proteina mais abundante
nos mamiferos. Promove estabilidade e flexibilidade ao tecido conjuntivo, que

majoritariamente forma o tecido gengival e o ligamento periodontal. Existem 28
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tipos de coldgenos, porém os tipos mais comuns sao o |, Il, lll, IV, sendo que o
tipo | compreende mais de 90% de todo o coladgeno encontrado no tecido
gengival, embora todos eles ja tenham sido identificados na gengiva. O coldgeno
é formado por fibroblastos em um processo que compreende tanto o meio
intracelular, onde ha a formac¢do de uma molécula precursora, o pré-colageno, e o
meio extracelular, onde a molécula de pro-colageno € clivada por peptidases na
sua por¢cao N-terminal, dando origem ao colageno propriamente dito. Durante a
DP, a sintese de colageno € aumentada, tanto quanto a sua degradacdo. Cerca
de 70% de coldgeno do tecido conjuntivo é perdido no local da injaria (Clark e
Coker, 1998; Buduneli et al, 2001; Wu e Crane, 2019).

O principal precursor para a ativacdo da producdo de colageno e
outras proteinas da matriz extracelular, € o Fator de Crescimento Transformador —
B, ou TGF-B, através da ativacdo de receptores da superfamilia deste fator de
crescimento. O TGF-B € um polipeptideo que participa de inUmeros processos
biolégicos que envolvem crescimento e diferenciacdo celular, como o
desenvolvimento embrionario, diferenciacédo de células — tronco, além de ter papel
fundamental na regulacdo do sistema imune, bem como na inflamacédo e
cicatrizacdo. Compreende uma superfamilia, com mais de 30 isoformas
conhecidas, sendo as mais comuns em mamiferos: o TGF-B1, TGF-f 2 e TGF-
3.

O TGF-B1, alvo deste estudo, assim como TGF-B 2 e o TGF-f 3 séao
produzidos na sua forma latente, possuindo um N-terminal mais longo, seguido de
um C-terminal mais curto. A forma latente do TGF-B é clivada ainda dentro da
célula, porém ainda permanece ligada a um peptideo associado de laténcia (LAP,

sigla em inglés), formando um pequeno complexo latente. LAP também serve
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como uma chaperona, facilitando o processo de exocitose da forma latente do
TGF-B na matriz extracelular através da sua ligagdo com proteinas especificas
presente nas membranas celulares.

Apés a saida para o meio extracelular, o complexo latente de TGF-8,
inativo, é clivado por proteases extracelulares, ou pela ligagdo do LAP a proteinas
da matriz extracelular como colageno e integrinas. Dessa forma o TGF-, na sua
forma ativa, inicia diversas respostas celulares ao se ligar com diversos
receptores especificos (Clark e Coker, 1998; Lifshitz e Frenkel, 2013; Chen e
Dijke, 2016).

Em mamiferos, cada isoforma de TGF-$ se liga a receptores de TGF-$ de
superficie celular do tipo serina/treonina quinase tipo | e Il (TGF- R1 e TGF-
R2). Ja foram identificados 5 isoformas de receptores do tipo | e sete isoformas do
receptor tipo Il. Estas isoformas também sdo conhecidas como receptores
quinases do tipo activina (ALK, sigla em inglés). O TGF- se liga ao receptor do
tipo Il, porém, para que ocorra resposta, 0 TGF-f R2 forma um complexo com o
TGF-B R1, que entdo é fosforilado. A sinalizacdo do TGF-B R1 para o nucleo
acontece predominantemente através de proteinas citoplasméaticas conhecidas
como proteinas Smad. Estas proteinas citoplasmaticas sdo essenciais para a
maioria, mas ndo para todas as respostas do TGF-B. Proteinas Smad 2/3/4
regulam a sintese e deposi¢éo de proteinas da matriz extracelular como colageno
e fibronectina (Lifshitz e Frenkel, 2013). No entanto, o TGF-B pode exercer
efeitos através da ativagcdo de vias ndo dependentes de proteinas Smad, também
conhecidas como vias nao-canbnicas do TGF-B, sejam elas as vias da Erk, p38
MAPK, JNK, PI3K/Akt e outras, todas elas envolvidas no processo inflamatério,

exercendo sintese de citocinas e enzimas proteoliticas. Dessa forma, o TGF-f3

25



também influencia na degradacdo da matriz extracelular, através da ativacdo de
vias que sintetizam metaloproteinases de matriz (MMPSs), plasmina, inibidores
teciduais de MMPs (TIMPS), participando na diferenciacdo e quimiotaxia de
leucécitos, dentre outros (Chen e Dijke, 2016). Durante a DP, o TGF-B é
aumentado, e como ja visto, seus diferentes papéis entram em acgéo, sejam eles o
fato de servir como uma citocina, estimulando o processo inflamatério, bem como
sendo precursor para a sintese de componentes de matriz extracelular, mais
especificamente, o coldgeno. Este coldgeno produzido é amplamente degradado
por enzimas, como as MMPs (Kinane et al, 2017, Mize et al, 2015).

MMPs sdo enzimas proteoliticas de relativo peso molecular, possuindo
obrigatoriamente, um dominio catalitico e um pré-dominio rico em grupamento tiol
e um residuo de cisteina. As MMPs agem degradando proteinas de matriz
extracelular como colageno, integrinas e fibronectina, porém mantém sua
atividade catalitica a proteinas de membrana, proteinas na via secretéria ou no
meio extracelular, por permanecerem majoritariamente ancoradas na superficie
celular. Sdo uma grande familia, sendo conhecidos até hoje 24 formas distintas,
em mamiferos. Seu dominio catalitico € sempre ligado a um ion de zinco (Zn?*),
gue é seu sitio ativo, por isso o prefixo “metalo”. Normalmente, MMPs ndo séo
expressas em tecidos normais saudaveis, sendo detectados em processos de
remodelamento e reparos, e tecidos inflamados (Parks et al, 2004).

A sintese de MMPs é regulado por sinais especificos a nivel de transcri¢ao.
Sdo produzidas na sua forma inativa como pr6-MMPs e sdao mantidas assim
devido a interagdo dos seus grupamentos zinco-dependente com um residuo de
cisteina do seu pré-dominio. A conversdo em sua forma ativa se da através da

protedlise do residuo cisteina. Apos a clivagem e subsequente ativacdo da MMP,

26



esta pode ser inibida por inibidores naturais como os inibidores teciduais de
MMPs (TIMPS). Durante respostas inflamatorias, substancias oxidantes liberadas
de leucécitos ou outras células podem ativar MMPs através da oxidagcdo do
grupamento tiol do pro-dominio, bem como podem inativar MMPs modificando
aminoacidos que sejam essenciais para a catalise. Estes mecanismos promovem
um equilibrio da atividade proteolitica das MMPs (Parks et al, 2004). Entre todas
as MMPs, grande importancia tem sido dada para a MMP-9, também conhecida
como gelatinase B, devido seu grande potencial no seu papel de degradacéo e
remodelamento da matriz extracelualr, e também devido seu aumento durante

respostas inflamatérias (Vondooren et al, 2013).

De posse destas informacdes, nosso objetivo central foi analisar a
participacdo do TGF-B1 e da MMP-9 na formagdo de componentes da matriz
extracelular, em fibroblastos gengivais cultivados em cultura primaria,
provenientes de camundongos com e sem diabetes, e com e sem doenca
periodontal induzida por ligadura. Partimos do pressuposto de que, tanto o TGF-
B1l, como a MMP-9 sdo capazes de modular a expressao e producdo de
componentes de matriz extracelular através de vias ainda desconhecidas, que

precisardo de novos estudos para serem elucidados.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi analisar o papel do TGF- e da MMP-9 na
modulacdo da sintese de componentes da matriz extracelular em fibroblastos

gengivais de camundongos diabéticos, com DP in vitro.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar o efeito da DP induzida por ligadura em cultura priméaria de
fibroblastos gengivais de camundongos diabéticos, no que concerne a
expressao génica de colageno do tipo 1al e expressao génica e sintese
proteica de MMP-9 e TGF-B1.

- Analisar o papel da MMP-9 e do TGF-B1, na sintese e producdo de
colageno do tipo 1al, MMP-9 e TGF-B1 nestes fibroblastos gengivais;

- Analisar a expressdao de TGF- R1 por imunofluorescéncia nestes

fibroblastos gengivais.
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3. Materiais e métodos
3.1 Animais

Os animais usados nesta pesquisa foram camundongos Balb/c machos, na
faixa de peso entre 25 -30 g, com aproximadamente 10 semanas de vida. Eles
foram providenciados e mantidos pelo Biotério do Departamento de Ciéncias
Basicas da Faculdade de Odontologia na Universidade Estadual Paulista. Os
camundongos foram alimentados com ragdo propria e agua ad libitum, mantidos
em caixas fechadas com trocas de gases constante, dentro de salas com controle
de temperatura. Vinte e quatro animais foram selecionados aleatoriamente e
divididos em 4 grupos com 6 individuos cada: um grupo com camundongos que
sofreram inducdo de DM e de DP; um grupo com camundongos que sofreram
inducdo de DM; um grupo com camundongos que sofreram inducéo de DP; e um
grupo controle. Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em
experimentacdo animal (Protocolo FOA 01220-2017) e esta de acordo com 0s

Principios Eticos para Experimentacdo Animal.

3.2 Inducéo da Diabetes Mellitus nos camundongos

Para a inducdo de DM, os camundongos receberam estreptozotocina
200mg/Kg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), em uma Unica dose, via intraperitoneal.
Este andlogo da glicose causa destruicdo das células beta-pancreéticas, levando
a DM nestes animais (Schnedl et al., 1994). A dose foi adaptada apds estudos de
padronizacdo ndo publicados em nosso laboratério onde foi observado a mesma
eficacia com apenas uma dose da droga ao invés de doses diarias via gavagem

por sete dias. Sete dias ap0s a inducdo, o nivel de glicemia sanguineo foi
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mensurado coletando-se uma aliquota de sangue da extremidade da cauda do
animal. Foram considerados diabéticos os animais cujo nivel de glicose foi igual

ou superior a 278 mg/dL (Suckow et al., 2001).

3.3 Inducéo de Doenca Periodontal nos camundongos

Para a inducao de DP, os camundongos foram anestesiados com Xilazina,
dose de 6 mg/kg e Quetamina na dose de 55 mg/kg, diluidos em tampé&o salino
fosfatado, na proporcdo 1-4-5 Ul, respectivamente. Apdés o animal apresentar
hipoatividade e sem vestigios de sensacdo dolorosa, eles receberam uma
ligadura de fio de seda 4.0 (Shalon®, Brasil) bilateralmente ao redor do primeiro
dente molar mandibular, numa posi¢cdo submarginal, como descrito previamente
(De Molon et al., 2016). A ligadura foi mantida por 14 dias e entdo 0os animais

foram eutanaziados e a gengiva foi coletada.

Figura 1. Procedimento de inducdo da doenca periodontal através de ligadura com fio
de seda em torno do primeiro molar mandibular. A foto A mostra o momento do
afastamento dos dentes adjacentes com material dentario proprio. A foto B ilustra a
ligadura ja colocada e devidamente amarrada para evitar que se desloque durante os
14 dias de manutencéo do estado inflamatdrio.
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3.4 Coleta da gengiva de camundongos

Para a coleta de gengiva destes animais, 0os camundongos foram
eutanaziados através de deslocamento cervical apds anestesia. Foi realizada
antissepsia da regiao cervical e mandibular do animal com solugéo de clorexidina
1%, e uma incisao foi realizada na regiao inferior dos incisivos mandibulares. Uma
tesoura de ponta fina foi inserida no local e a mandibula foi desconectada do
tecido dermal. Realizou-se a divisdo das hemi-mandibulas direita e esquerda com
0 auxilio de tesoura, e apos, esta foi limpa, liberando-a de tecido muscular e
tendbes adjacentes utilizando um bisturi n°15. Apés a liberacdo destes tecidos,
evidencia-se a gengiva como um anel fibroso e transparente em torno do dente,
porém ndo aderido ao osso mandibular, tornando facil a sua remoc¢ao com auxilio

de uma pinca. Entdo a gengiva foi removida, e imediatamente processada.

3.5 Cultura primaria de fibroblastos gengivais

O tecido gengival dos camundongos foi processado e os explants foram
colocados em frascos de cultura contendo meio proprio para cultivo de
fibroblastos, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, Auckland,
NZ) suplementado com 15% de Soro Fetal Bovino, penicilina 1%, anfotericina B,
gentamicina e L-glutamina 200mM. O meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias.
Frascos de cultura foram mantidos a temperatura de 37°C em atmosfera Umida
com 5% de CO:2. Fibroblastos gengivais de camundongos diabéticos tiveram o
meio suplementado com 25 mM de glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Os fibroblastos gengivais cresceram e se multiplicaram, liberando-se dos
explants, e dez dias depois os frascos foram lavados com tampéao salino, as

células foram tripsinizadas e mais passagens foram realizadas para novas
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garrafas. Entre 4-5 passagens, os fibroblastos foram plaqueados em placas de 24
pocos com 10° células/poco e cresceram até atingirem 80% de confluéncia.
Fibroblastos gengivais foram divididos em dois grupos: fibroblastos gengivais
obtidos de camundongos néo diabéticos (GFN) e fibroblastos gengivais obtidos de
camundongos diabéticos (GFD). Fibroblastos de animais que receberam ligadura

foram chamados de grupo DP-induzida.

3.6 Tratamento com inibidores farmacoldgicos

As células foram tratadas com os seguintes inibidores: Inibidor da enzima
MMP-9, MMP-9 Inhibitor | (Santa Cruz Byotechnology, Dallas, TX, USA) na dose
de 5 uM, Inibidor de receptor TGF-B R1, o composto SB431542, na dose de 10
UM, e dexametasona (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), também na desse
de 10 pM. As doses deste estudo foram selecionadas apds estudo de
padronizacdo ndo publicado, utilizando um ensaio de dose-resposta com trés
doses para cada substancia, partindo de doses dos mesmos inibidores utilizados
em outros trabalhos publicados utilizando fibroblastos ou células analogas. Depois

de 24h, o sobrenadante foi coletado e o RNA total foi isolado.

Verificagdo da Verificagdo da

glicemia . glicemia .
Indugéo da DP Eutanasia e

coleta da
gengiva

Indugédo de DM

Estreptozotocina ~

200mg/kg injecéo IP [\
/ \

Figura 2. Desenho experimental do tratamento com os animais para a realizacdo do estudo. As
imagens do dia 0 e do dia 7 sdo de dominio publico e foram adaptadas para uso.
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3.7 Imunofluorescéncia

Fibroblastos gengivais foram plaqueados em laminas de cultura de 8 pogos
(Corning, New York, NY, USA) e mantidos por 24h. Os tratamentos, quando
pertinentes, foram realizados e apés 24h, as células foram fixadas. A lIamina foi
lavada com tamp&o salino fosfatado e as células foram fixadas com acetona por
20 min no freezer. Albumina de soro bovino (solugdo a 5% em PBS) foi usado
para bloquear ligacbes inespecificas (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
por 1h em temperatura ambiente. A lamina foi lavada novamente e anticorpos
primérios foram adicionados em cada poco, diluidos em PBS com BSA a 1%.
Actina de musculo liso murino (a-SMA; 1:100), anti-citoqueratina murino 10/13
(1:200), e proteina ativadora de fibroblasto — a de carneiro (FAP-a; 1:100) foram
usados como anticorpos primarios para o0 ensaio de caracterizacdo dos
fibroblastos, enquanto anticorpo primario anti-TGF-BR1 (1:100) foi usado para a
marcacao deste receptor. Todos os anticorpos primarios foram providos por Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). A lamina de cultura foi mantida em
geladeira a 4°C durante a noite. Depois de lavada com PBS novamente,
anticorpos secundarios foram adicionados em cada poco. Foram usados dois
anticorpos secundarios, o rabbit anti-goat IgG-FITC antibody (1:100; Santa Cruz,
SC, CA, USA) e IgG-Dylight (Vector Labs, Burlingame, CA, USA). A lamina foi
mantida por 2h em temperatura ambiente, protegido da luz direta. Meio de
montagem contendo DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol; H-1200; Vector Labs,
Burlingame, CA, USA) foi adicionado e a lamina recebeu uma laminula. As
imagens foram capturadas usando um microscépio confocal invertido com

sistema a laser LEICA TCS-SPE (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).
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3.8 Hematoxilina-Eosina

Para caracterizacdo dos fibroblastos gengivais em cultura, estes foram
plagueados em placas de 24 poc¢os e, apdés 24 horas, o meio de cultura foi
aspirado e as células foram fixadas com formaldeido 4% por 30 min. A placa foi
lavada com PBS e hematoxilina foi adicionada aos pogos e mantida por 10
minutos. A placa foi lavada novamente, e entdo eosina foi adicionada e mantida
por 3 minutos. Alcool absoluto foi adicionado aos pogos e mantidos por 5 minutos,
e entdo os pocos foram lavados novamente com PBS. As fotografias foram

realizadas em microscopio invertido.

3.9 Isolamento de RNA total, Transcrigcdo Reversa e RT-gPCR

Para RT-gPCR, fibroblastos foram coletados, lisados e RNA total foi isolado
de acordo com as instru¢des do fabricante usando reagente Trizol ® (Invitrogen).
Apoés a retirada do meio de cultura, foi adicionado 1 ml de reagente Trizol em
cada poco. Apds vigorosa raspagem do poc¢o, o volume de Trizol foi transferido
para um tubo livre de DNAse e RNAse, aos quais foram adicionados 200 pL de
cloroférmio. Os tubos foram vigorosamente agitados por 30 segundos em vortex,
e logo apéds, foram mantidos em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4° C e 13000 rgm, por 15
minutos e as fases aquosas superiores foram recolhidas em tubos de 1,5 mL e
mantidas em gelo. Para precipitacdo do RNA, foram adicionados 1 pL de
isopropanol para cada 1 pL de fase aquosa coletada. As amostras foram mantidas
durante a noite a -20°C e, apds, os tubos foram centrifugados a 4°C e 12000 g,
por 15 minutos, para obtencédo do precipitado que posteriormente foi dissolvido

em etanol a 70% e novamente centrifugados a 4°C e 10000 g, por 5 min. O
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sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi adicionado 20 pL de &gua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Aliquotas de 2 pL de cada amostra de
RNA total obtido, foram diluidos em agua destilada ultrapura para quantificacao
do RNA total. Foram consideradas leituras com comprimentos de onda de 280 e
260 nm. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado pela reag¢ao de transcricao
reversa usando reagentes High Capacity cDNA Reverse Transcription kit ®
(Applied Biosystems™, Life Technologies, USA). RT-gPCR (StepOne Plus™ Real
Time PCR System, Applied Biosystems, Life Technologies, UK) foi realizado
utilizando o Sistema Tagman® com primers especificos ligadas & sondas
inventoriadas com fluor6foro FAM, disponibilizados pela mesma empresa. Sao
elas: colageno tipo 1al (Collal MmO00801666 gl1); , MMP-9 (MMP-9
MmO00442991 m1l); e TGF-B1 (TGF- B Mm01178820_m1) e B-actina (Actb —
MmO00607939), gene constitutivo, que foi usado como controle positivo. Para
melhor eficiéncia da reacéo, foi realizada diluicdo seriada de um pool de amostras
de cDNA (1:2, 1:4, 1:8, 1:16), utilizando as concentracdes dos reagentes para o
sistema Tagman® determinadas previamente. Aliquotas de 2 uL do cDNA com os
primers, na diluicio 1:4 (que demonstrou mais eficiéncia em ciclo-
resposta/amplificacdo), foram sintetizados a partir do RNAm juntamente com 0s
reagentes Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems Life
Technologies, USA), e sondas como determinado pelo fabricante, num volume
final de reacédo de 10 uL. A reacdo de amplificagdo compreendeu 2 min a 50 °C,
10 min a 95 °C, e 40 ciclos de 15 s a 95 °C por 1 min a 60 °C, conforme
recomendado pela empresa. A determinacdo dos niveis de expressao dos genes
alvo foi realizada pela quantificacao relativa (RQ), utilizando-se a equacdo RQ =

2-AACT (Livak and Schmittgen 2008). Para cada gene, foi detectado um valor de
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CT (cicle threshould) tanto para o gene alvo quanto para o gene enddgeno,
normalizador. Esse valor representa o ponto em que o sinal de amplificacdo é
detectado. O valor do CT do gene alvo € subtraido do valor do CT do
normalizador e resulta no valor de ACT do calibrador (grupo controle nao tratado),
e é entado, encontrado o valor de AACT. Esse valor foi utilizado na formula do
nivel de expressdo, onde o numero 2 representa a somatoria da eficiéncia do
gene alvo e do normalizador, considerando que ambos 0s genes possuem 100%
de eficiéncia (Livak and Schmittgen 2008). Uma amostra de agua foi utilizada

como controle negativo.

3.10 ELISA

Producdo de MMP-9 e TGF-B1 foram mensurados pelo método de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Sobrenadante foi coletado das
placas de cultura primaria de 24 pocos depois do tratamento quando pertinente, e
os niveis de proteinas foram analisados. Placas de 96 pocos foram cobertas com
anticorpos primarios monoclonais anti-MMP-9 (lug/mL; R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) e anti-TGF-B1 (4 ug/mL; Duo-Set kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) diluidos em PBS e mantidos durante a noite a 4°C. Apos a
lavagem com PBS contendo Tween 20 (Sigma Aldrich, MO, USA) a 1%, BSA 1%
diluido em PBS foi usado para bloguear ligacdes inespecificas por 2 horas em
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada com PBS + Tween 20 e as
amostras foram entdo adicionadas em cada poco e mantidas por 2h em
temperatura ambiente. Procedido a lavagem novamente, e apos foi adicionado
anticorpo secundario ligado a biotina aos pogos e mantidos por 1h protegidos da

luz. TMB (3,3,5,5- Tetramethylbenzidine Liquid Substrate; Merck KGaA,
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Darmstadt, Germany) pronto para uso com peroxidase foi usado como substrato
por 30 min. Estreptavidina diluida em PBS foi adicionada a reag&o por 30 minutos.
Para bloquear as rea¢fes das amostras, foi adicionado acido sulfdrico. A placa foi
lida em espectofotometro em um comprimento de onda de 450nm. Para a
normalizagdo dos valores obtidos nas amostras, foi realizado curva padréo de

acordo com as recomendacgdes para cada anticorpo.

3.11 Viabilidade e proliferacao celular

Fibroblastos gengivais foram semeados na mesma densidade dos
experimentos anteriores (10° cells/well). Ap6s 24h, os tratamentos foram
adicionados em cada poc¢o e mantidos a 37°C e atmosfera umida a 5% de COq, e
mantidos por mais 24h. O sobrenadante foi aspirado e ensaio com MTT (Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide) foi realizado. A dose de 5 mg/mL foi utilizada para
preparo de solucdo de estoque, que foi filtrada para esterilizar e filtrar pequenos
residuos insolluveis. Solucdo de 1:4 de MTT foi diluida em meio de cultura e
adicionado a cada poco e mantido por 4h. Alcool isopropilico substituiu o MTT e
ap6s homogeinizacdo dos cristais azul-escuro a placa foi lida em

espectofotbmetro em um comprimento de onda de 570nm.

3.12 Analise estatistica

Os dados foram obtidos de pelo menos trés séries independentes de
experimentos e a analise foi realizada usando o programa estatistico GraphPad
Prism (version 6.1). Os dados foram expressos como media + erro padrdo da

media (SEM), e comparac0des intergrupos foram feitas usando o teste simples de
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uma duas vias ANOVA, com corre¢ao de Bonferroni, onde os valores de p < 0.05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4. Resultados

4.1 Verificacéo clinica da Diabetes Mellitus induzida em camundongos

Os dados presentes na Fig.03 mostram que no dia 0 da inducdo, os
animais apresentavam taxa de glicemia variavel entre 154 a 210 mg/dL de
sangue. Em 7 dias, estes animais apresentavam taxa de glicemia entre 349 a
600+ mg/dL, e na véspera da eutanasia, a taxa de glicemia destes animais estava
entre 365 e 600+ mg/dL. Os dados reforcam que a inducdo da DM foi satisfatoria
e que ela foi mantida até o momento da coleta do tecido gengival e posterior
cultura em meio hiperglicémico.

A condicdo clinica dos animais também foi observada, uma vez que
animais diabéticos tendem a ter comportamentos fisiologicos alterados. Assim, o
comportamento alimentar, padrdes de excrecdo, peso e pelagem foram
observados e estédo descritos na Tabela 01.

A Figura 04 mostra a fotografia de dois animais, um normal e um diabético,
ambos sem doenca periodontal, no 222 dia de inducédo da DM. A imagem reforca
os dados observados na tabela anterior, quanto ao importante emagrecimento,

alopecia e aspecto opaco dos pelos destes camundongos.
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Figura 03. O gréafico mostra os niveis sanguineos de glicemia medidos em camundongos antes e
depois da indu¢éo de DM com Estreptozotocina (200mg/kg) em uma Unica dose intraperitoneal. Os
valores nas caixas indicam o nivel glicémico médio de cada grupo experimental (n=6). Os niveis
sanguineos de glicose foram medidos no dia da inducao, antes da injecéo, e 7 dias depois, assim
como no dia 21, antes da coleta de gengiva. Uma aliquota de sangue foi coletada da porc¢éo final da

Quadro 01. Sinais clinicos observados e mensurados nos animais entre o dia 0 e o dia 21 de inducfio de DM e DP

Sintomas clinicos

Evidéncias observadas

Hiperfagia Animais normais comeram cerca de 13,6g de ragdo/semana. Animais diabéticos
comeram 21,8¢g de ragdo/semana. Um aumento de 61% na ingestdo de racdo.
Polidpsia Animais normais consumiram cerca de 50 ml de agua/semana. Animais diabéticos
consumiram cerca de 75 ml de agua/semana. Um aumento de 50% no consumo de
agua.
Poliuria

A cama de maravalha trocada a cada dois dias, em cada caixa, tinham peso final
(constituido de maravalha e excrementos) de aproximadamente 48g para caixas
com animais normais. A mesma cama de maravalha, em caixas com animais
diabéticos, tinham peso médio 150% maior (aproximadamente 120g), mantendo-
se 0 mesmo numero de animais em cada caixa.

Pelagem opaca

Animais diabéticos apresentaram pelagem mais opaca e queda de pelos ja no
terceiro ou quarto dia apoés a indugdo da DM com STZ.

Emagrecimento

A média de peso de animais normais foi de 32 gramas. Animais diabéticos
apresentaram média de peso de 20 gramas 7 dias apos a indugdo com STZ, uma
reducdo de cerca de 37,5% do peso corporal.
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Figura 4. Fotografia de camundongo no dia 0 de indugcédo da Diabetes Mellitus (a
esquerda), e de um camundongo no dia 22 de inducdo da Diabetes Mellitus, dia da
eutandsia (a direita). Ambos animais pesavam 32 gramas no dia 0.
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4.2 Caracterizacao de fibroblastos gengivais em cultura priméria de

tecido gengival de camundongos

Fibroblastos gengivais provenientes de camundongos Balb/c foram
caracterizados através de técnica de imunofluorescéncia, microscopia optica e
também foram corados com hematoxilina-eosina. Fotografia microscopica de um
microscopio invertido mostra fibroblastos gengivais aderidos ao fundo da garrafa
de cultura, crescendo apds quatro passagens (Fig.05A). Fibroblastos gengivais
exibiram morfologia tipica com citoplasma ramificado, circundando um nucleo
eliptico. Isto fica ainda mais evidente ao observar a Fig.05B, onde os fibroblastos
foram corados com HE. O fendtipo dos fibroblastos foi analisado usando
anticorpos para actina de mauasculo liso murino (a-SMA), fator ativador de
fibroblastos (a-FAP) e, para excluir células epiteliais, foi usado também o
anticorpo para citoqueratina (anti-citoqueratina).

Na Fig.05C, podemos observar producdo de actina de musculo liso
(vermelho), assim como o nucleo dos fibroblastos corado com DAPI (azul). A
Fig.05D mostra que FAP também foi produzido como era esperado neste estudo,
apoiando o feno6tipo dos fibroblastos deste estudo. Citoqueratina foi produzida em
pequena quantidade, uma vez que esta proteina é comumente encontrada em
epidermécitos e ainda mais em células epiteliais (Fig.05E). O resultado da reacéo
de imunofluorescéncia confirma a homogeneidade destas populacbes de

fibroblastos.
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Figura 05. A) Microscopia invertida de fibroblastos gengivais de camundongos cultivados em garrafas de
ciultura antes dos ensaios, visto em lente de aumento 10x. B) Coloracdo de fibroblastos gengivais de
camundongos com HE, vistos em lente de aumento 20x C) Imunofluorescéncia de fibroblastos gengivais de
camundongos marcados com DAPI (azul) e anticorpo a-SMA (vermelho). D) Imunofluorescéncia de
fibroblastos gengivais de camundongos marcados com DAPI (azul) e anticorpo FAP-a (Verde). E)
Imunofluorescéncia de fibroblastos gengivais de camundongos marcados com DAPI (azul) e anticorpo anti-
citoqueratina (vermelho).. Todas as lentes de aumento para Imunofluorescéncia foram de 40x.
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4.3 Analise da expressdo génica de coldgeno e expressdo génica e
producao de MMP-9 e TGF-B1 em FG normais e diabéticos, de animais com

DP, em tempo-resposta.

Foi avaliado a expresséo génica de MMP-9, que mostrou que essa enzima
ndo é constitutivamente expressa em qualquer periodo avaliado, por fibroblastos
gengivais de camundongos normais e diabéticos (Fig. 06A). Os grupos FGN e
FGD induzidos com DP expressaram MMP-9 em 6h, atingindo um pico em 24h e
diminuindo em 48h, principalmente no grupo controle de FGN. A producéo de
MMP-9 confirmou a expressao génica desta enzima, seguindo 0 tempo resposta
de expressdo (Fig.06B). Nés também avaliamos a expressao génica de TGF-f1
de uma maneira tempo-dependente em FGN e FGD, que atingiu um pico de
expressdo em 24h, diminuindo em 48h (Fig.06C). A analise da produc¢édo do TGF-
B1 seguiu as mesmas caracteristicas da producdo de MMP-9. Em 6h, TGF-B1 foi
produzido em baixa quantidade nos grupos experimentais (Fig.06D), e entdo foi
drasticamente aumentada em 24h, sendo mantida a producado em 48h, em FGN e
FGD. Com relacdo a expressao génica de colageno lal, observamos que este foi
expresso constitutivamente em todos os periodos, em FGN, entretanto, FGN com
DP-induzida drasticamente reduziu esta expressao (Fig.06E). Na presenca de
DM, FGD néo expressou collal constitutivamente e consequentemente DP-ind
nao foi capaz de reduzir esta expressao. Porém, € possivel observar uma discreta

tendéncia ao aumento do colageno em FGD com DP.
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Figura 06. Analise da expressdo génica e producdo de MMP-9 (A e B), expressado génica e produgdo
de TGF-B (C e D) e expressdo génica de Collal (E), por fibroblastos gengivais de camundongos
normais (N) e diabéticos (D), com (DP) ou sem doencga periodontal-induzida (Ctrl), avaliados por RT-
gPCR e ELISA. Os resultados representam a média + erro padrdao da média (SEM) de n=4 para PCR e
n=3 para ELISA. Os dados foram analisados usando teste paramétrico Two-way ANOVA com correcao
de Bonferroni. Diferencas estatisticas entre grupos foram representados por: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 e **** p<0,0001. # <0,0001 comparados intergrupos.




4.4 Fibroblastos gengivais se mantiveram viaveis e com proliferagdo

normal apos tratamento com inibidores

Fibroblastos gengivais foram submetidos a tratamentos com inibidores para
MMP-9, TGF-B, além de dexametasona. Todos os tratamentos demonstraram néo
ter nenhum efeito toxico ou negativo na proliferacéo e viabilidade celular (Fig.07)
nas doses utilizadas. Todos os grupos tiveram alta taxa de sobrevivéncia e nédo

houve diferencas significativas entre eles.
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Figura 7. Fibroblastos gengivais de camundongos normais (N) e diabéticos (D), com
(DP) ou sem doencga periodontal-induzida (Ctrl) foram tratados com Inibidor de MMP-9
(MMP-9i; 5uM), Inibidor de TGF-B (SB431542; 10uM), e Dexametasona (Dexa; 10uM).
Apbs 24h, foi realizado teste colorimétrico com MTT. Os dados foram analisados
usando teste paramétrico Two-way ANOVA com corre¢do de Bonferroni. Ndo houve
diferencas significativas entre os grupos.
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4.5 Efeitos da inibicdo da MMP-9 na expresséo génica de colageno, na
expresséo génica e producado de MMP-9 e TGF-B1, e na producao de TGF-$

R1.

FG com DP-induzida, tratados com MMP9i inibiu a expressdo génica de
MMP-9 em culturas de FG normais e diabéticos depois de 24h (Fig.08A). MMP-9
foi vigorosamente produzido no grupo com DP-induzida (Fig.08B), porém mais em
GFN que em GFD, o qual foi inibido pelo MMP-9i. Entretanto, no grupo GFD, isso
nao foi observado visto que MMP-9i teve somente um efeito discreto na producao
de MMP-9 depois da DP. A expressdo génica de TGF-B1 também foi analisada e
os dados mostram que na presenca de DP ocorreu um aumento na expressao
desta que foi diminuido apos o tratamento com MMP-9i em FGN e FGD, 24h apos
(Fig.08C). A produgéo de TGF-B1 por FGN com DP foi maior quando comparada
com o grupo controle, sem DP (Fig.08D), e o tratamento com MMP-9i foi capaz de
reduzir esta producdo. FGD mostrou um alto nivel de producédo de TGF-B1 na

presenca de DP-ind e MMP-9i levou a inibicdo do TGF-f31.

Como reportado antes, o colageno foi constitutivamente expresso por FGN
(Fig.08E). DP-ind foi capaz de diminuir esta expresséo génica e o tratamento com
MMP-9i diminuiu ainda mais. Em FGD, DM inibiu a expressdo constitutiva de
collal e a DP aumentou esta expressdo. O tratamento com MMP-9i ndo foi

efetivo na expressao de colageno em FGD.

Na Fig.08F, nos observamos o resultado de um ensaio de
imunofluorescéncia para receptor de TGF-B do tipo I. O grupo FGN mostrou

expressao deste receptor, e a DP foi capaz de aumentar esta expresséo, e MMP-
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9i ndo foi capaz de inibi-la. Em FGD com DP-induzida nés observamos um

aumento na expressao de TGF- R1 e o inibidor de MMP-9 inibiu este.
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Figura 08. Andlise da expressdo génica e producédo de MMP-9 (A e B), expresséo génica e producédo de TGF-8 (C
e D) e expresséo de Collal (E), por fibroblastos gengivais de camundongos normais e diabéticos, com (DP) ou sem
doenca periodontal-induzida (Ctrl), avaliados por RT-qPCR e ELISA, ap6s serem submetidos a tratamento com
inibidor de MMP-9 | (05uM). F) Ensaio de Imunofluorescéncia para o alvo TGF-B R1, onde se vé nlcleos corados
com DAPI (azul) e o alvo (verde). O grafico mostra a quantificagdo da area positiva para o alvo TGF-B R1 nas
imagens de imunofluorescéncia, realizada com uso do programa ImageJ 2.1. Todos os resultados representam a
média + erro padrdo da média (SEM) de n=4 para PCR e n=3 para ELISA e IF. Os dados foram analisados usando
teste paramétrico Two-way ANOVA com corre¢cdo de Bonferroni. Diferencas estatisticas entre grupos foram
representados por: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001.
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4.6 Efeito da inibicdo do receptor de TGF-f1, ALKS5, sobre a
expressdo génica de colageno, expressao génica e producdo de MMP-9 e

TGF-B1, e sobre a producéo de TGF- R1.

Os dados mostram que a MMP-9 esta aumentada em FGN e FGD de
animais com DP, e o inibidor de TGF-Bf causou uma grande inibicdo desta
expressao génica (Fig.09A). O inibidor de TGF-3 induziu uma produgao diminuida
da produgdo de MMP-9 em FGN com DP, porém em FGD com DP, esta
expresséo foi sutiimente inibida pelo tratamento com o inibidor de TGF-3, sem
significancia estatistica (Fig.09B). Expressdo génica de TGF-B1 também foi
aumentado em FGN com DP, e inibicdo de TGF-B levou a uma diminuicdo desta
expressdo. Na presenca de DM, FGD com DP aumentou drasticamente a
expressdo génica de TGF-B1, e esta foi inibida apds o tratamento com o inibidor
de TGF-B (Fig.09C). A produgédo de TGF-B1 foi aumentada em FGN e FGD com

DP, e o inibidor de TGF- diminuiu esta producéo (Fig.09D).

Collal foi constitutivamente expresso em FGN (Fig.09E). DP foi capaz de
inibir esta expresséo génica. Além disso, inibidor de TGF- foi capaz de diminuir
esta expressdo ainda mais. Em FGD, a presenca de DM levou a expressao
génica diminuida de colageno, e a DP causou um aumento desta. Similar ao
grupo FGN, inibicdo de TGF-B diminuiu a expressédo de colageno. A presenca de
TGF-B R1 nos grupos FGN e FGD foi observada e a DP foi capaz de aumentar
sua producdo, enquanto o uso do inibidor de TGF-$ inibiu a produgdo de TGF-8

R1 (Fig.09F).
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Figura 09. Andlise da expressédo génica e producédo de MMP-9 (A e B), expresséo génica e producédo de TGF-8 (C
e D) e expressao génica de Collal (E), por fibroblastos gengivais de camundongos normais e diabéticos, com (DP)
ou sem doenga periodontal-induzida (Ctrl), avaliados por RT-gPCR e ELISA, respectivamente, ap0s serem
submetidos a tratamento com SB431542 (10uM). F) Ensaio de Imunofluorescéncia para o alvo TGF-B R1, onde se
vé nulcleos corados com DAPI (azul) e o alvo (verde). O grafico mostra a quantificacdo da area positiva para o alvo
TGF-B R1 nas imagens de imunofluorescéncia, realizada com uso do programa ImageJ 2.1. Todos os resultados
representam a média + erro padrdo da média (SEM) de n=4 para PCR e n=3 para ELISA e IF. Os dados foram
analisados usando teste paramétrico Two-way ANOVA com correcdo de Bonferroni. Diferencas estatisticas entre
grupos foram representados por: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001.
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4.7 Efeito do uso da Dexametasona sobre a expressdao génica de
colageno, e sobre a expressdo génica e producdo de MMP-9, TGF-B e
producdo de TGF-B R1 em fibroblastos gengivais normais e diabéticos com
DP.

Nossos resultados mostraram que a expressao génica de MMP-9 foi
aumentada nos grupos FGN e FGD com DP-induzida, e dexa foi capaz de reduzir
radicalmente esta expresséo (Fig.10A). Similarmente, dexa inibiu a producdo de
MMP-9 em FGN com DP, mas em FGD, esta inibicdo n&do foi estatisticamente
significante (Fig.10B).

A expresséo génica de TGF-B1 foi alta em FGN e FGD com DP-induzida, e
dexa reduziu esta expressao (Fig.10C). Dexa suprimiu a producédo de TGF-B1 nos
grupos FGN e FGD com DP (Fig.10D). Assim sendo, é apropriado afirmar que a
expressao de colageno € dependente da producdo de MMP-9 e TGF-B, visto que
apos a expressao génica constitutiva de collal, e expressdo génica diminuida em
FGN com DP, o uso de dexa drasticamente reduziu esta expressao (Fig.10E),
enquanto que em FGD com DP houve uma expressdao aumentada e dexa
fortemente inibiu esta.

Producdo de TGF- B R1 nos grupos FGN e FGD mostrou que a DP

aumenta sua producéo, e dexa teve efeito inibitorio nesta.
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Figura 10. Andlise da expressédo génica e producédo de MMP-9 (A e B), expresséo génica e producédo de TGF-8 (C
e D) e expresséao génica de Collal (E), por fibroblastos gengivais de camundongos normais e diabéticos, com (DP)
ou sem doenga periodontal-induzida (Ctrl), avaliados por RT-gPCR e ELISA, respectivamente, ap0s serem
submetidos a tratamento com Dexametasona (10uM). F) Ensaio de Imunofluorescéncia para o alvo TGF-B R1, onde
se vé nucleos corados com DAPI (azul) e o alvo (verde). O grafico mostra a quantificagdo da area positiva para o
alvo TGF-B R1 nas imagens de imunofluorescéncia, realizada com uso do programa ImageJ 2.1. Todos os
resultados representam a média + erro padrao da média (SEM) de n=4 para PCR e n=3 para ELISA e IF. Os dados
foram analisados usando teste paramétrico Two-way ANOVA com correcdo de Bonferroni. Diferencas estatisticas

entre grupos foram representados por: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001.
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DISCUSSAO



Os resultados do presente estudo demonstraram que fibroblastos de tecido
gengival provenientes de camundongos diabéticos e nao-diabéticos, com DP
induzida por ligadura, expressam MMP-9, TGF- (3, colageno tipo 1, e TGF-f R1,
Visto que dexa, um glicocorticoide, e SB431542, um inibidor de ALKS5, um
receptor de TGF- B tipo I, foram capazes de inibir MMP-9, TGF- 3 e TGF- B R1, é
razoavel assumir que TGF- B e/ou citocinas podem modular a acdo do TGF-  R1
via ALK5 em FG de camundongos diabéticos com DP.

A inducdo de DP in vivo foi capaz de estimular FG obtidos de
camundongos normais e diabéticos, em cultura, a expressar e produzir in vitro ,
MMP-9, TGF- B, coldgeno e TGF- B R1, principalmente 24h apds o plagueamento,
comparado ao grupo controle. Esta estimulacdo foi possivel uma vez que,
bactérias presentes no local da lesdo séo capazes de liberar prodtos derivadois
de lipopolissacarideos de membrana e outros produtos eu levam as células a
produzirem mediadores inflamatérios, sensibilizando os fibroblastos locais a
promoverem uma resposta inflamatoria (Fitzsimmons et al, 2018; Martins et al,
2015). Andlises histolégicas mostraram morfologia destes fibroblastos como
células alongadas, com ramificaces, um nucleo ovalado, marginado e uma
grande quantidade de citoplasma basofilo similar ao observado em descricfes
convencionais de fibroblastos. O ensaio de imunofluorescéncia foi usado para
confirmar a pureza e caracteristicas das culturas de FG, onde FAP-a e a-SMA
foram observados uniformemente positivos, mas negativo para citoqueratina,
excluindo contaminacdo com células epiteliais (Flavell et al, 2008; Somerman et
al, 1988).

Fibroblastos normais estimulados pela DP exibiram um enorme potencial

par aumentar MMP-9 e TGF- 3, o que esta de acordo com muitos autores que
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descreveram 0 aumento destas substadncias em periodontites em humanos,
modelos roedores de doenca periodontal, e lesdes periapicais (Mize et al, 2015;
Kim et al, 2013; Li et al, 2015; Lazar et al, 2015; Alvares et al, 2017). Foi
reportado que DM potencializa a liberagdo destes mediadores em fibroblastos,
dada a presenca de produtos de glicacdo avancada (AGE) e seus receptores
(RAGE), em altas concentracbes, ap0s a exposicdo a um ambiente
hiperglicémico. AGE tem sido descrito como um importante modulador do
processo inflamatoério e m diabéticos, dado seu potencial de aumentar a liberagéo
e a producdo de varias citocinas (Jiang et al, 2012; Yu et al, 2012). AGE sao
produtos formados durante a glicacdo ndo-enziméatica de proteinas e lipidios, num
estado de hiperglicemia. Eles sdo produtos irreversiveis, e levam ao aumento do
estresse oxidativo causando danos teciduais e ativagao da via do NFkB (Elenkova
et al, 2019). Assim, a expressdo génica e a producao de citocinas inflamatérias e
de enzimas degradadoras de matriz como as MMPs, é aumentada (Kinane et al,
2017; Kumar et al, 20016; Surlin et al, 2014). A expressao de collal em FG
estimulados com DP também foi observado neste estudo, em condicdes de
hiperglicemia. Diferentemente da expressdo de MMP-9 e do TGF-, o colageno
mostrou uma grande expressao constitutiva em FG normais (Tipton and Dabbous,
1998), e em condicdes de hiperglicemia, ele foi inibido em todos os periodos
avaliados (Ren et al, 2009). Estudos tém mencionado que DM promove
diminuicdo da sintese de coldgeno, e que este fato se relaciona com altas
concentracbes de AGE, em fibroblastos e células inflamatorias (Ren et al, 2009;
Chang et al, 2013), o que também esta de acordo com estudos que descreveram
que AGE pode aumentar a producéo e liberacdo de enzimas proteoliticas, como

MMP-9, assim como, muitas citocinas (Ren et al, 2009; Abbas et al, 2012; Zheng
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et al, 2018). Em fibroblastos gengivais estimulados com DP, a expressdo de
coladgeno foi diminuida, fato similar a estudos acumulados de outros autores que
descreveram que em pacientes humanos com gengivite e periodontite, a
expressao de colageno esta diminuida (Almeida et al, 2015; Yakovlev et al, 1996).
Por outro lado, DP-induzida aumentou a expressdo de colageno em FG sob
condi¢Bes hiperglicémicas. Existem estudos controversos que reportam a sintese
de coldgeno em individuos diabéticos com DP. Alguns deles demonstraram que a
DP diminui a producdo de colageno em diabéticos da mesma forma que em
pacientes com gengivas saudaveis (Golub et al, 1982; Popescu et al, 2014). O
resultado presente neste estudo se encontram em consonancia com Ziyadeh et
al, que mostrou que a sintese de colageno estava aumentada na presenca de alta
concentracdo de glicose em meios de cultura de células mesangiais de
camundongos (Ziyadeh et al, 1994). Uma das razdes para este fen6meno reside
no fato de que a DP pode levar ao supercrescimento e fibrose gengival devido ao
aumento do TGF-B como precursor da sintese de colageno e de seu receptor
TGF-B R1. Todavia, alguns estudos tém demonstrado que em casos de DM e DP
juntas, preparados histologicos mostraram esclerose de colageno, hialinizagéo
perivascular, aumento de fibrdcitos, fibras de colageno dissociadas com bandas
fragmentadas, ou seja, sintese aumentada de colageno nao-funcional (Popescu et
al, 2014; Navnita et al, 2017). Em suma, o TGF-B1, apds ser liberado para o meio
extracelular e ter sua forma latente clivada e ativada, atua se ligando a receptores
do tipo 2, que por sua vez formam um dimero com um receptor do tipo 1 (TGF-3
R1), que entdo é fosforilado e da inicio & uma cascata de sinalizacdo de
proteinas, que incluem as proteinas do complexo Smad, sendo as Smad2/3

responsaveis por estimular, a nivel nuclear apos a ligacdo com a Smad4, a
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transcricdo direta de genes promotores para coldgenos e outras proteinas
estruturais como laminina e fibronectina, por exemplo (Lifshitz and Frenkel, 2013).

A inibicdo farmacologica tem se mostrado muito valiosa nos ultimos anos
para a elucidacdo de processos fisiologicos com usos de ligantes, agonistas e
antagonistas, em diferentes receptores e com diferentes funcbes. Neste estudo,
fizemos uso de um inibidor de MMP-9 e um inibidor de um receptor TGF-f R1,

além da dexametasona.

O inibidor de MMP-9 | é um inibidor do &cido sulfonamida hidroxamico de
MMPs baseado no acido antranilico. Essas moléculas mimetizam o substrato
presente no sitio de ligacdo do colageno, e se ligam & porcéo catalitica da MMP-
9, onde ha também os ions Zn?*, inibindo a atividade desta enzima, através da
substituicdo de um anel de fenil, presente em determinada posi¢cdo da cadeia da
MMP-9 (Levin et al, 2001).
MMP-9 é uma das mais abundantes MMP no tecido (Franco et al., 2017).
Em nosso estudo, nés detectamos que a expressao e producdo de MMP-9 estava
aumentada igualmente nos grupos FGN e FGD com DP, o que esta de acordo
com Kumar et al., que demonstrou que tecido gengival humano expressa e
produz uma alta quantidade de MMP-8 e -9 na presenca de DP (Kumar et al,
2006). Na presenca de DM, existe uma razdo a mais para explicar os niveis de
MMP-9 encontrados. Hiperglicemia pode diminuir a expressao de inibidores
teciduais de metaloproteinases de matriz (TIMPS, sigla em inglés), que sao
inibidores naturais das MMPs, presentes no préprio tecido conjuntivo, e isso pode
aumentar os niveis de MMP-9 no tecido gengival devido a este desequilibrio na
proporcao TIMPS/MMPs (Bastos et al., 2017). Assim, o estado de hiperglicemia

secundario a diabetes pode levar ao aumento da severidade da DP, acentuando a
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destruicdo do tecido periodontal. Aléem disso, a MMP-9 modula a expressédo de
TGF-B1 e TGF-B R1 uma vez que o inibidor de MMP-9 foi capaz de diminuir estas
expressbes principalmente em condigdes de hiperglicemia. Entretanto essa
reducao foi parcial, sugerindo que outros ligantes do TGF-B R1 podem modular a
expressdo do colageno - que nao foi afetada pela inibicio de MMP-9 na
hiperglicemia — em FG com DP na diabetes, como o GDF8, GDF9a e GDF11 que
sdo fatores de crescimento e diferenciacdo (Heldin e Moustakas, 2016). Além
disso, producao e ativacdo de MMP-9 através do TGF-B R1 tem sido reportada
nos ultimos anos. Um estudo realizado com astrécitos de ratos encontrou que
MMP-9 é inibida na presenca de ligante de TGF-f R1, e ainda sugere que existe
uma correlagdo entre a quantidade de MMP-9 e de TGF-3 nestas células (Hsieh
et al, 2010). Outro estudo com células metastaticas de pulmdes, descobriu que o
silenciamento de TGF-B no microambiente tumoral foi capaz de reduzir a
progressao do tumor visto que MMP-9 foi diminuida através da inibicdo do TGF-f3
R1 (Moore-Smith et al, 2017). Juntos, estes dados sugerem que pode estar
ocorrendo algum feedback positivo entre MMP-9 e TGF-f R1 em FG, embora, o
mecanismo envolvendo este feedback ainda ndo tenha sido elucidado, sendo

assim, garantira fomento para novos estudos.

TGF-B é um fator de crescimento que pode inibir e a0 mesmo tempo
estimular a proliferacdo celular, pode regular o sistema imune agindo como um
mediador pro-inflamatorio, e pode coordenar a sintese de componentes de ECM
através da producdo de proteinas de matriz, como o0 colageno, e de enzimas
proteoliticas (Munger and Sheppard, 2011). Neste estudo, fizemos uso de um
inibidor de TGF- 3, o composto SB431542. Trata-se de um composto imidazol

responsavel pela alteracdo estrutural (através da substituicdo de anéis fenil em
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posicoes conhecidas) de receptores ALK5, impedindo sua fosforilagdo, e em
consequéncia, a fosforilagdo das Smad2/3 principalmente. O SB431542 né&o atua

nas vias nao-canonicas do TGF-§ (Laping et al, 2002).

Liu et al., correlacionou niveis diminuidos de IL-10 e IL-6 com uma grande
quantidade de TGF-B em camundongos nocaute para Smad3, um importante fator
para a sinalizacdo do TGF-B e da producdo de colageno (Liu et al, 2017). Este
dado enfatiza que o fator de crescimento em questdo tem um papel importante
como mediador do processo inflamatério. Em nosso estudo, n6s mostramos que
TGF-B1 estd aumentado em modelos in vitro de fibroblastos gengivais de animais
com DP-ind. Esse resultado estd de acordo com estudos que analisaram cultura
de fibroblastos de pacientes humanos com DP (Ohshima et al., 2010; Mize et al.,
2015). Ohshima et al., também observou que a DP levou a uma inibicdo da
expressdo génica de colagenos apesar do aumento na producdo de TGF-f1
(Ohshima et al, 2010). Entretanto, Tipton e Dabbous ja haviam descrito que a
superexpressdo de TGF-f3 leva a crescimento gengival anormal e fibrose (Tipton e
Dabbous, 1998); e, em nosso estudo, um aumento da expressao e producdo de
TGF-B1 esta correlacionado com a inibicdo da expressao génica de colageno tipo
1, e um aumento da expressao e producdo de MMP-9. A relacéo entre TGF- e
MMP-9 foi descrita por Serralheiro et al, que demonstrou uma expressao
aumentada de MMP-9 quando fibroblastos de veias safena foram estimulados
com TGF-B1 (Serralheiro et al, 2017), o que corrobora nosso estudo, porém as
vias envolvidas neste processo ainda ndo estdo elucidadas. Eles também
hipotetizaram que o TGF-B possui um papel dual, qual seja estimulando a
expressao de colageno, ou estimulando a expressdo e producdo de proteinases

de matriz, que podem ser explicados a depender das diferentes fases da doenca.
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Alguns pesquisadores tém sugerido que este sinergismo acontece através da
ativacdo da Smad3 pelos receptores de TGF-f3, pelas vias de sinalizagéo da ERK,
p38 MAPK, e pela via da miosina quinase de cadeia leve (MLCK, sigla em inglés),
em estudos com cultura de linhagem de células de cancer e de células endoteliais
(Takahashi et al., 2015; Kim et al., 2004; Sinpitaksakul et al., 2008). Tendo isto
sido descrito, podemos presumir que existe correlagédo entre MMP-9 e TGF-[3,
uma vez que cada inibidor foi capaz de produzir efeito inibitério de um para outro,
e também que o inibidor de MMP-9 diminuiu a expressao de TGF-B R1. Autores
tém demostrado possiveis vias envolvidas na correlacdo entre TGF- e colageno,
mostrando que a proteina Smad3 leva a uma producéo de coldgeno induzida pelo
TGF-B (Chen et al, 2014), e isso foi inibido em nosso estudo pelo composto
SB431542, um inibidor de receptor ALK5. Além disso, MMP-9 regula a expresséo
e atividade do TGF-B, clivando TGF-B latente de maneira coordenada, de forma a
aumentar a progressao tumoral e a angiogénese como Yu e Stamenkovic
descreveram (Yu e Stamenkovic, 2000). Assim € possivel especular que o
receptor ALK5, um TGF-B R1, pode estar envolvido na modulacdo da expressao
de MMP-9, TGF-B1 e colageno em FG de camundongos normais e diabéticos

com DP.

Dexametasona € um glicocorticéide. Ele tem efeitos anti-inflamatorios,
inibindo a expressdo e producdo de mediadores como citocinas, quimiocinas,
TGF-B e outros. Seu aspecto anti-inflamatorio tem sido bem definido através do
bloqueio de receptores glicocorticoides, que é considerado um fator regulador,
capaz de modular muitos genes transcricionais, relacionados ao processo
inflamatorio, suprimindo a resposta imune. A dexametasona é uma substéancia

lipofilica, que se liga a receptores citosoélicos no interior das células (receptores
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glicocorticoides). Este complexo adentra o nucleo celular e altera diretamente a
transcricdo génica, principalmente dos genes para fator nuclear kB (NFkB, sigla
em inglés). O NFkB um importante sinalizador citoplasmatico que apos a ativagao,
influencia positiva ou negativamente, a transcricdo génica da maioria das
citocinas inflamatorias e outras estruturas que participam do processo inflamatorio
(Laur et al, 1988; Coutinho e Chapman, 2011; Barnes, 1998; Munck e Guyre,
1986).

No presente estudo, encontramos que dexa drasticamente reduziu a
expressao e producdo de MMP-9, colageno, TGF-B e TGF-B R1. Adicionalmente
a isto, outros estudos mostraram que a dexa teve impacto negativo na producao
de colageno apos estimulacdo com TGF- em fibroblastos de granuloma de ratos
(Meisler et al, 1997). Slavin et al., havia descrito que a dexametasona estaria
influenciando nas funcbes do fibroblasto uma vez que as TIMPs também se
diminuiriam quando o glicocorticoide fosse usado, o que aumentaria a atividade
das MMPs no local da injaria (Slavin et al, 1994). Por outro lado, Weiner et al.,
descreveu que durante a fibrose hepatica, dexa teve efeito negativo na expressao
de colageno através de um efeito direto no gene promotor e provavelmente no
conteudo poés transcricional de pro-coladgeno a nivel de mRNA (Weiner et al,
1987). De acordo com Liu et al., dexa teve um efeito inibitério na producao de
MMP-9 ao inibir citocinas que possivelmente estimulariam a expressao de MMP-9
(Liu et al, 2008). Congruente com este resultado esta Namba et al., que
descreveu a mesma inibicdo de MMP-9 usando dexa em fibroblastos sinoviais
(Namba et al, 2006). Dexa foi também capaz de diminuir a expresséo e producao
de TGF-B, e isto pode estar relacionado com a inibicdo das vias ERK e Akt,

propostas por Han et al., 2016. Sendo assim, é possivel sugerir que a dexa pode
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agir inibindo citocinas e/ou bloqueando o gene promotor da MMP-9 e do TGF-(3.

Porém, o mecanismo exato envolvido ndo esta completamente claro ainda.

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que a inibicdo de TGF-
B R1 via ALK5 levou a diminuicdo da expressao do coldgeno, e da expressao e
produgdo de MMP-9 e TGF-B, em fibroblastos gengivais em condi¢des

normoglicémicas e hiperglicémicas, apds a doenca periodontal.
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Conclusao



A inibicdo de TGF-B R1 via ALK5 levou a diminuigdo da expressao do
coldgeno, e da expressdo e producdo de MMP-9 e TGF-B, em fibroblastos
gengivais em condicbes normoglicémicas e hiperglicémicas, apdés a doenca

periodontal.

Figura 11. Esquema grdfico dos achados deste estudo. Nela observa-se um fibroblasto com um receptor do tipo
ALK5 (um receptor de TGF-f3 do tipo 1) formando um dimero com um receptor do tipo 2, sendo fosforilado e
dando inicio aos dois tipos de vias de sinalizagdo, uma dependente de proteinas Smad, e outra ndo-
dependente. A ilustragdo mostra que este receptor pode ser sensibilizado pelo TGF-B3, porém , de alguma
forma, a presenga de MMP-9 no meio extracelular contribui para a sensibilizagGo deste recepetor. Apds a
ativagdo destas vias de sinalizagdo, a figura representa no canto inferior, os produtos resultantes desta
ativagdo.
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