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RESUMO

O miofibroblasto é uma célula mesenquimal altamente diferenciada, tendo
caracteristicas funcionais e estruturais comuns com as ceélulas de musculo liso e
fibroblastos. S&o tipos celulares predominante nos tecidos de granulagdo da
gengivite e periodontite, na contracdo das feridas, nas doengas fibrocontratéis e
também presentes em alguns tecidos em desenvolvimento e em tecidos normais. O
objetivo deste estudo foi avaliar, através da imunoexpressao da desmina, miosina, a-
actina de musculo liso (AML) e calponina, a sua presenga em dez casos de tecido
gengival normal, dez de gengivite e dez de periodontite. Dos trinta casos estudados
apenas dois casos de gengivite e dois de periodontite apresentaram miofibroblastos
positivos para AML, sendo negativos para os demais anticorpos. Nos casos
positivos, apenas raros miofibroblastos estavam presentes, sendo em quantidade
discretamente maior nas periodontites. Os miofibroblastos localizaram-se abaixo das
areas inflamadas, entremeados a fibras colagenas arranjadas em feixes espessos e
paralelos. Conclui-se que n&o foram observados miofibroblastos nas amostras de
tecido gengival normal, somente 02 casos de gengivite e 02 de periodontite
apresentaram miofibroblastos e apenas a AML evidenciou os miofibroblastos.

Palavras-chave: Miofibroblastos. Gengivite. Periodontite. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

Myofibroblasts are highly differentiated mesenchymal cells with structural and
functional features similar to smooth muscle cells and fibroblasts. They are the
predominant cellular type in the granulation tissue of gingivitis and periodontitis, in
the contraction of the wounds, in the fibro-contractile diseases and they are also
present in some tissues in development and in normal tissues. The aim of this study
was to evaluate the immunoexpression of a-smooth muscle actin (SMA), miosin,
desmin, and calponin in ten normal gingival specimens, ten gingivitis and ten
periodontitis.Of the thirty cases studied only two cases of gingivitis and in two of
periodontitis showed positive myofibroblasts for a-smooth muscle actin, being
negative for the others antibodies.In the positive cases only rare myofibroblasts were
present and in a more discret quantity in periodontitis. The myofibroblasts were
situated below the inflammed area, intermixed with dense collagen fibers organized
in paralell thick bundles. In conclusion, myofibroblasts were not observed in normal
gingival tissue, only two cases of gingivitis and two of periodontitis presented
myofibroblasts, and only a-smoth muscle actin was able to show the myofibroblasts.

Keywords: Myofibroblasts. Gingivitis. Periodontitis. Immunohistochemical.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

MMPs - Metaloproteinases

a-AML - Alfa-actina de musculo liso

FDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas

FGF - Fator de crescimento fibroblastico

GM-CSF - Fator estimulador de colénias granulécito-mastécito

TGF-B+ - Fator de transformacao de crescimento beta 1

INF-y - Interferon gama

TNFa - Fator de necrose tumoral alfa

IL-1 - Interleucina 1

IL-2 - Interleucina 2

FGF/h - Fator de crescimento fibroblastico e heparina

V - Fendtipo dos miofibroblastos que expressam vimentina

VA - Fendtipo dos miofibroblastos que expressam vimentina e AML
VA(D)M - Fendtipo dos miofibroblastos que expressam vimentina, AML,

miosina com ou sem desmina
VAD - Fendtipo dos miofibroblastos que expressam vimentina, AML e

desmina
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1 INTRODUGAO

A doenca periodontal é uma das patologias cronicas mais prevalentes da
raca humana e pode levar a destruicdo dos tecidos de suporte do dente e
consequente perda do dente. A busca do conhecimento dos aspectos clinicos e
histopatolégicos da gengiva normal e da sua contraparte patoldgica, gengivite e
periodontite, bem como de seus mecanismos etiopatogénicos como formagao e
desenvolvimento do biofilme bacteriano e a interacdo dos agentes bacterianos e
seus substratos com os tecidos periodontais tem levado a um grande numero de
pesquisas. E geralmente aceito que os miofibroblastos apresentam um papel chave
na reconstrugao fisiolégica do tecido conjuntivo depois da injuria e nas deformidades
patolégicas que caracterizam as doencgas fibréticas (Estes et al., 1994; Gabbiani et
al., 2003; Hinz, 2007). Entretanto, nas doengas periodontais inflamatérias, essa

célula com especificas particularidades é pouco estudada.

O miofibroblasto foi descrito originalmente nos tecidos de granulagao e
deste entdo tem sido visto em varias condicdes como nos fendbmenos de contragao
das feridas, cicatrizes hipertréficas, em algumas lesbes caracterizadas por fibrose e
retracdo como fibromatoses, cirrose hepatica, pulmonar, renal e em condigdes
neoplasicas e nao-neoplasicas, bem como em condi¢des fisioldgicas (Gabbiani,

1992, 1998).

O miofibroblasto € definido essencialmente por sua ultra-estrutura como
uma célula altamente diferenciada com organelas especializadas, tendo
caracteristicas comuns com fibroblastos e células musculares lisas, apresentando

capacidade contratil.
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Nesse estudo buscamos verificar a presenga de miofibroblastos na
gengivite e periodontite por meio da técnica imunoistoquimica utilizando anticorpos

contra proteinas miogénicas, entre elas, a a-actina de musculo liso, a calponina, a

miosina e a desmina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodonto Normal

O periodonto consiste em tecido de recobrimento, a gengiva, cuja
principal funcéo é proteger os tecidos subjacentes, e de suporte do dente, composto

pelo ligamento periodontal, cemento e osso alveolar (Lindhe, 2005).

Em um adulto, a gengiva normal recobre a crista do processo alveolar e a
raiz do dente em um nivel coronal a jungado amelocementaria. A gengiva é dividida
clinicamente em inserida, marginal e éarea interdental. Apesar de cada tipo de
gengiva exibir consideravel variagdo em sua diferenciagéo, histologia e espessura,
de acordo com a demanda funcional, todos os tipos sio especificamente
estruturados para funcionar apropriadamente contra danos mecanicos e
microbianos. Isto é, a estrutura especifica das diferentes gengivas reflete sua
efetividade como uma barreira a penetragdo por microrganismos e agentes nocivos

em tecidos mais profundos (Newman et al., 2007).

O exame microscopico revela que a gengiva é composta pelo epitélio
pavimentoso estratificado e uma porgao subjacente de tecido conjuntivo denominada

lamina prépria (Linhle, 2005).

O epitélio gengival consiste em uma superficie continua de epitélio
pavimentoso estratificado e trés diferentes areas podem ser definidas do ponto de
vista morfolégico e funcional: epitélio externo ou oral, epitélio sulcular e epitélio
juncional. O principal tipo celular do epitélio gengival € o queratindcito. Outras
células encontradas no epitélio sdo as células claras ou nao-queratindcitos, que

incluem as células de Langerhans, células de Merkel e melanécitos (Newman et al.,
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2007).

O epitélio oral € composto de quatro camadas: estrato germinativo
(camada basal), estrato espinhoso (camada de células espinhosas), estrato
granuloso (camada granular) e estrato corneo (camada queratinizada). Em média, o

epitélio oral mede 0,2 a 0,3 mm em espessura (Newman et al., 2007).

O grau de ceratinizagdo gengival diminui com a idade e o inicio da
menopausa, contudo nao esta necessariamente relacionado as diferentes fases do

ciclo menstrual (Newman et al., 2007).

O tecido conjuntivo gengival é um tecido conjuntivo denso que contém
elementos que se originam diretamente do tecido conjuntivo da mucosa oral, assim
como algumas fibras (dentogengivais) que se originam do foliculo dental em
desenvolvimento. E conhecido como lamina prépria e consiste em duas camadas: a)
uma camada papilar, subjacente ao epitélio, que consiste em proje¢cdes papilares
entre os prolongamentos das cristas epiteliais; b) uma camada reticular contigua
com o periosteo do osso alveolar. O tecido conjuntivo possui um compartimento
celular e outro extracelular compostos por fibras e matriz extracelular nao fibrosa. Os
principais componentes sao: fibras colagenas (aproximadamente 60% por volume),

fibroblastos (5%), vasos, nervos e matriz extracelular (aproximadamente 35%).

O elemento celular preponderante no tecido gengival é o fibroblasto.
Entretanto, outras células estdo também presentes. Os mastécitos, que estdo
distribuidos por todo o organismo, sdo numerosos no tecido conjuntivo da mucosa
oral e da gengiva. Células de Langerhans e histiocitos estdo presentes como
componentes do sistema fagocitico mononuclear (sistema reticuloendotelial)
Adipécitos e eosinodfilos, apesar de raros, sdo também observados na lamina

prépria. Na gengiva clinicamente normal, pequenos focos de plasmécitos, linfocitos e
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neutréfilos sdo encontrados proximo a base do sulco gengival (Newman et al.,

2007).

O espaco entre as fibras e células é preenchido pela matriz extracelular
nao fibrosa que possui um alto conteudo de agua e proteoglicanos (acido hialurénico

e condroitina sulfato) e glicoproteinas, principalmente a fibronectina (Lindlhe, 2005).

2.2 Biopatologia da progressao da doenga periodontal

O processo patogénico das doengas periodontais €, em grande parte,
induzida pela resposta do hospedeiro aos microorganismos resultando na destruicao
tecidual. Esses processos destrutivos sao iniciados por bactérias, principalmente
pelas lipopolissacaridases (LPS), mas s&do propagados pelo hospedeiro. Os
patdbgenos periodontais produzem produtos nocivos e enzimas (p. ex:
hialuronidases, colagenases, proteases) que lisam componentes da matriz
extracelular tais como o colageno e até mesmo membranas celulares do hospedeiro
a fim de produzirem nutrientes para seu crescimento e subsequente invasao
tecidual. As proteinases cisteinicas Arg e Lys-gingipaina produzidas pelo
Porfhyromonas gengivalis sao fatores-chave da viruléncia e acredita-se que sejam
essenciais para a significativa degradacédo dos componentes teciduais, levando a

invasao dos tecidos do hospedeiro (Kumagai et al., 2005).

Uma vez que os processos imunes e inflamatérios sao iniciados,
diferentes moléculas inflamatdrias incluindo proteases, metaloproteinases (MMPs),
citocinas, prostaglandinas e enzimas do hospedeiro sao liberadas pelos leucdcitos,
fibroblastos ou células estruturais dos tecidos. As proteases tendem a romper a

estrutura do colageno dos tecidos criando, assim, incursdes para uma posterior
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infiltracdo leucocitaria. Embora a producdo de colagenases pelos neutréfilos
infiltrantes seja parte da resposta natural do hospedeiro a infecgcédo, existe um
equilibrio entre o nivel de MMPs histodestruitivas e os seus inibidores endégenos na

doenca periodontal e em outras doencgas inflamatoérias (Newman et al., 2007).

A medida que a doenca periodontal progride, as fibras colagenas e a
fixagdo conjuntiva aos dentes sao destruidas, as células epiteliais proliferam
apicalmente ao longo da superficie da raiz e as bolsas periodontais se aprofundam.
Enquanto o epitélio juncional migra apicalmente, assim também o faz a extensédo do
infiltrado inflamatadrio tecidual. Além disso, osteoclastos ativados iniciam a destruicao

o0ssea (Newman et al., 2007).

Uma vez que o padrdo destrutivo continua, o acumulo do biofilme
subgengival aumenta, com o subsequente aumento da densidade microbiana para
propagar ainda mais a lesdo destrutiva periodontal. A medida que a bolsa
periodontal se aprofunda, a flora se torna mais anaerdbia e a resposta do
hospedeiro fica mais destrutiva e crbnica. Eventualmente, a lesdo da periodontite

progride a tal ponto que o dente é perdido (Palmer et al., 2006).

2.2.1 Gengivite

Gengivite é a inflamagcédo gengival resultante da interacdo entre os
microrganismos encontrados no biofilme dental, os tecidos e as células inflamatorias
do hospedeiro. A interacdo biofilme-hospedeiro pode ser alterada pelos efeitos de
fatores locais, fatores sistémicos e medicamentos, todos os quais podendo
influenciar a gravidade e duracéo da resposta. Esses fatores sdo contribuintes pela

sua capacidade de reter microrganismos do biofilme e inibir sua remogao por meio
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das técnicas de controle do biofilme utilizadas pelo paciente (Dalwai et al., 2006;

Palmer et al., 2006).

2.2.2 Periodontite

Uma significativa porcentagem da populagao sofre de periodontite, uma
doenca inflamatéria crénica caracterizada pelo desarranjo dos tecidos periodontais

(Kumagai et al., 2005).

Na periodontite crbnica, o curso de progressdo € lento a moderado,
porém periodos de destruicdo mais rapida podem ser observados. Aumentos na
velocidade da progressao da doenga bem como sua gravidade podem ser causados
pelo impacto de fatores locais, sistémicos ou ambientais que influenciam a interacao
normal hospedeiro-bactéria. Fatores locais podem influenciar o acumulo de biofilme;
doencas sistémicas como o diabetes melito e a infecgao pelo HIV podem influenciar
a defesa do hospedeiro, e fatores ambientais, como cigarro e estresse, também
podem alterar a resposta do hospedeiro ao acumulo de biofiime (Newman et al.,

2007).

A periodontite cronica pode ocorrer como doencga localizada quando
menos de 30% das areas avaliadas demonstram perda éssea e de insergédo, ou
como uma doencga generalizada quando mais de 30% das areas estao afetadas. A
doenga também pode ser descrita como discreta, moderada ou grave, com base na

quantidade de perda de inser¢do (Newman et al., 2007).

A resposta gengival imune tem sido associada com a patogénese,

severidade e susceptibilidade genética para a doencga periodontal (Hart et al., 2004).
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2.3 Fibroblasto

E o mais abundante tipo celular no tecido conjuntivo gengival (Bykov,
2004). Tem origem mesenquimal e quando em quiescéncia possui nucleo fusiforme
picndtico, densamente corado e com pouco citoplasma, e quando ativo, como no
ligamento periodontal, tem nucleo ovéide, palidamente corado e muito citoplasma.
Visto ao microscépio eletronico, o fibroblasto ativo possui complexos de Golgi
exuberante e grande quantidades de reticulo endoplasmatico granular, mitocéndrias
e vesiculas de secrecdo, indicativo das funcbes sintéticas e secretoras de uma

célula ativa (Newman et al., 2007).

O fibroblasto tem papel principal no desenvolvimento, manutencédo e
reparo do tecido conjuntivo gengival. Assim como no tecido conjuntivo de outros
lugares do corpo, os fibroblastos sintetizam colagenos e fibras elasticas, bem como
glicoproteinas e glicosaminoglicanas. Os fibroblastos também regulam a degradagéao

de colageno através da fagocitose e secregcéo de colagenases (Arora et al., 1999).

Os fibroblastos gengivais e os fibroblastos do ligamento periodontal
possuem fendtipos diferentes. A populagao de fibroblastos do ligamento periodontal
apresenta atividade da fosfatase alcalina semelhante a dos osteoclastos. Os
fibroblastos gengivais podem produzir uma série de citocinas pré-inflamatorias e
também expressam moléculas de adesdo em resposta a diversos padroes

moleculares associados aos patégenos (Newman et al., 2007).

Nos tecidos de granulagdo da gengivite e periodontite bem como nas
feridas, os fibroblastos desempenham importante fungcdo na recomposicdo e

cicatrizagao dos tecidos (Smith, Martinez, 2006).

Na periodontite, a heterogeneidade dos fibroblastos atualmente é uma
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caracteristica bem estabelecida. Apesar do significado clinico e biolégico de tal
heterogeneidade ainda nao ser claro, parece que ela é necessaria para o
funcionamento normal dos tecidos na saude, na doencga e no reparo (Newman et al.,

2007).

2.4 Miofibroblastos

Miofibroblastos s&o células originadas de fibroblastos com caracteristicas
comuns a fibroblastos e células musculares lisas (Gabbiani, 1990, 1992; Rice, 2003;
Hinz, 2007). Sdo células caracterizadas pela expressao da isoforma a-AML que,
quando ativadas, sintetizam altos niveis de matriz extracelular, particularmente o
colageno (Gabbiani, 1998, 1999; Desmouliére et al., 2005). Também sao conhecidas
como “fibroblastos ativos” por sua grande producéo de matriz extracelular (Ina et al.,

2005).

A denominagado miofibroblastos foi proposta por Gabbiani et al. (1971),
para células com formato fusiforme encontradas no tecido de granulacéo de feridas
em cicatrizacdo e que exibiam proeminentes feixes de microfilamentos

citoplasmatico (Oda et al., 1998; van Beurden et al., 2005).

O miofibroblasto é definido essencialmente pela ultraestrutura como uma
célula altamente diferenciada com organelas especializadas (Gabbiani, 1999; Serini,
Gabbiani, 1999; Desmouliere et al., 2004; Fang et al., 2005). Apresentam feixes de
microfilamentos com corpos densos correndo em paralelo ao longo eixo axial do
citoplasma (fibras de stress), especializacbes de membrana (fibronexus) onde os
microfilamentos de actina ligam-se a dominios de fibronectina extracelular por meio

de integrinas, reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem
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desenvolvidos, vesiculas pinociticas, jungdes intermediarias intercelulares, juncdes
tipo “gap” e adesbes focais bem desenvolvidas. O nucleo € em forma de “V”
(chanfrado ou endentado), o que revela segmentos estrangulados, uma
caracteristica que reflete a contragédo celular, contendo cromatina fina e granular e
nucléolo. Sao ainda geralmente envoltos por uma importante quantidade de matriz
extracelular (Gown, 1990; Schirch et al.,, 1998; Gabbiani, 1999; Gabbiani, 2003;

Eyden, 2004).

De todos os seus constituintes, trés elementos morfoldgicos essenciais
definem o miofibroblasto. Sao eles: a) as fibras de stress, comumente localizadas
abaixo da membrana celular; b) as adesdes focais (fibronexus), isto €, os sitios de
ligacao célula-matriz extracelular, bem desenvolvidas; c) jungbes “gap” e juncdes

tipo intermediarias extracelulares (Lopes, 1999; Schirch et al., 1998).

Os miofibroblastos estdo presentes em varias condicdes como no tecido
de granulagao, nos fendmenos de contracao das feridas, cicatrizes hipertréficas, em
algumas lesdes caracterizadas por fibrose e retragdo como fibromatoses, cirrose
hepatica, pulmonar, renal e em condicdées neoplasicas e nao-neoplasicas. Estao
também presentes em condi¢cbes fisioldogicas em alguns tecidos como pele,
ligamento periodontal, mucosa intestinal, septo alveolar pulmonar, corddo umbilical,
nddulos linfaticos, figado, bago e medula dssea, em geral em tecidos que
necessitam contrair ou mesmo remodelar. A tensdo tem sido mostrada ser um
regulador crucial para o remodelamento do tecido conjuntivo. A fim de coordenar a
distribuicdo dentro do tecido conjuntivo, contatos célula-matriz e contato célula-
célula parecem ser essenciais (Gabbiani, 1992, 1998; Schirch et al., 1998; Hinz et

al., 2004).

A populacdo dos miofibroblastos foi estudada na cicatrizacdo de feridas
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em ratos por: a) contracdo do tecido de granulagao; b) cobertura com retalho
dividido de pele; c) cobertura com retalho de pele de espessura total. Nos trés tipos
de feridas, os miofibroblastos apareceram precocemente e alcangaram o pico na 22
semana da cicatrizagao, sendo que nesse tempo, 40 a 50% dos fibroblastos tinham
caracteristica de miofibroblastos. A ferida com granulagdo contraiu rapidamente e
completamente e teve longa persisténcia de miofibroblastos, que se distribuiam
profundamente nessas feridas. Feridas recobertas por retalhos divididos de pele
contrairam menos e tiveram diminuicdo mais rapida de miofibroblastos. As feridas
com retalho total tiveram uma contracdo minima e com muito rapida diminuicdo do
numero de miofibroblastos, até que na 42 semana nao havia miofibroblastos
presentes. Retalhos de espessura total pareceram influenciar a contracédo da ferida,
nao por prevenir a formagao de miofibroblastos, mas por acelerar a finalizacdo do

seu ciclo de vida (Rudolph et al., 1977).

Os miofibroblastos em feridas com tecido de granulagdo de porco tém seu
ciclo de vida identificado em oito semanas de contracéo da ferida (Rudolph et al.,
1977). Pelo microscopio eletronico, fibroblastos com aparéncia contratil de
miofibroblastos tornam-se proeminentes depois da uma semana de tecido de
granulacao e persistem por 12 semanas, quando desaparecem (ou nao sdo mais
visiveis).

Estudos ultraestruturais mostram miofibroblastos com caracteristicas de
fendtipos heterogéneos em seu citoesqueleto, contendo filamentos intermediarios, a-
AML e miosina. Esta heterogeneidade também ¢é relatada em estudos
imunoistoquimicos. Gabbiani (1992), em seu estudo “A biologia do miofibroblasto”,

verificou os fendtipos abaixo:

a) fendtipo V - representam as células que expressam vimentina;
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b) fendtipo VA - representam as células que expressam vimentina e ao-

AML,

c) fendtipo VAD - representam as células que expressam vimentina, a-

AML e desmina;

d) fendtipo VD - representam as células que expressam vimentina e

desmina;

e) fendtipo VA(D)M - representam as células que expressam vimentina,

a- AML, cadeia pesada de miosina com ou sem desmina;

f) fendtipos V, VA, VAD, VD e VA(D)M expressam no citoplasma

isoformas 3 e A de actina (Schirch et al., 1992, 1998).

O fendtipo do citoesqueleto dos miofibroblastos pode variar nos diferentes
processos e localizagdes. Nos estudos de diversas patologias como fibrose
pulmonar, renal, hepatica, cicatrizes hipertréficas (Oda, 1988; Desmouliére, 2003) e
na area de transi¢do com o tecido fibroso inflamado (Yamasaki, 1987) nas quais os
miofibroblastos estdo presentes, tém sido descritos trés processos fundamentais
com diferentes fendtipos do citoesqueleto: a) diversas respostas para injuria e
fendbmenos reparativos; b) condigbdes proliferativas; c) resposta do estroma para

certas formas de neoplasias.

O 1° grupo inclui diversas respostas teciduais do tecido de granulagao
como intensas contraturas, sarcoidoses pulmonares, fibroses intersticiais de pulmao,
escleroderma localizado e generalizado, placas ateroscleréticas, cirrose e leitos de
Ulceras isquémicas. Os miofibroblastos dessas condigdes revelam fendtipos VA,
alguns VAD e raramente VD e VA(D)M. Como referéncia especificamente ao tecido

de granulagédo, os miofibroblastos sdo mais numerosos e mais desenvolvidos na
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camada celular exsudato-produtiva (Schurch et al., 1998).

Analise das proteinas do citoesqueleto revela que, em experimentos com
animais (Schurch et al., 1998), os miofibroblastos da cicatrizagcdo de feridas normais
nao expressam desmina ou cadeia pesada de miosina de musculo liso durante o
fechamento da ferida; no tecido de granulagdo jovem, os miofibroblastos séo
pobremente desenvolvidos e sao representados por células de fendtipos V. Do 5° ao
8° dia, os miofibroblastos expressam a-AML (fendétipo VA) e sdo numerosos e
decrescentes, mostrando microtenddes, jungdes intercelulares intermediarias e
jungdes tipo “gap”. Os miofibroblastos do tipo VA, logo apds, desaparecem
gradualmente e ndo sdao mais detectados depois do 30° dia, indicando que os
miofibroblastos de fenétipo VA aparecem temporariamente. A atividade contratil dos
miofibroblastos é cessada quando o fechamento da ferida € completado, diminuindo
a expressao da a-AML, quando os miofibroblastos desaparecem pela agao da
apoptose (Desmouliere et al., 1995). Além disso, as citocinas que estimulam a
sintese da matriz extracelular sdo suprimidas, sugerindo a existéncia de um circulo
de retroalimentagdo. Desvios nesse processo orquestrado poderiam possivelmente
contribuir para o desenvolvimento de cicatrizes fibréticas, queldides e outras reacdes

proliferativas fibréticas (Hinz, 2007).

O 2° grupo inclui as fibromatoses (variantes musculo-aponeuréticas
superficial e profunda) e outras proliferagdes do tecido mole como sarcoma, miosite
proliferativa, histiocitoma fibroso cutaneo, dermatofibroma, elastofiboroma dentre
outros. Nessas condicdes, a proliferacdo de células revela uma ordem decrescente

de fendtipos de citoesqueleto VA, VAD, VD, VA(D)M.

O 3° grupo consiste na resposta do estroma em neoplasias,

principalmente nos carcinomas metastaticos e invasivos, especialmente aqueles
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caracterizados por reacdo desmoplasica nos tecidos adjacentes. Em carcinomas in
situ, miofibroblastos geralmente n&do sédo observados no estroma. Entretanto, a
reacdao dos miofibroblastos ao redor de locais de alto grau de displasia em
carcinomas in situ podera comecar antes da invasao do estroma mediada pelas
citocinas. Essa interagao estroma - epitélio em carcinomas incipientes € complexa e

ainda merece muita investigagao.

Nos carcinomas invasivos, os miofibroblastos ndo estdo distribuidos
uniformemente dentro do estroma. Em carcinomas mamarios, por exemplo, eles
tendem a ser mais numerosos dentro do estroma mesenquimal jovem, area que
correspondem a invasao precoce do estroma ou mais consistentemente a invasao
periférica celular de cada neoplasma. Isso denota a reagao natural dessas células. A
area esclerética central de cada carcinoma é livre de miofibroblastos, possivelmente

um reflexo da apoptose (Kellermann, 2007).

Originalmente, foi argumentado que, no cancer, a reagao miofibroblastica
do estroma representa uma resposta do hospedeiro possivelmente para conter
neoplasmas invasivos. Em estudo com cancer de mama, foi mostrado que Lizil-
Oxidase, uma enzima responsavel pela estabilizacdo da matriz extracelular (em
cadeias cruzadas de colageno e elastina), foi secretada pelas células do hospedeiro
(mioepiteliais e miofibroblastos) ao redor do carcinoma in situ. Os estudos em
Strasbourg e Copenhagen de Basset et al. (1990) entretanto, sugeriram que em
carcinomas invasivos, os miofibroblastos secretam enzimas estromas-degradantes,
as quais podem favorecer a invasao do cancer, e fatores de crescimento, os quais
podem ativar o comportamento invasivo das células cancerigenas e controlar a

angiogénese (Serini, Gabbiani, 1998; Funato et al., 1999).

A diferenciacdo do fibroblasto em miofibroblastos ocorre sob mudancgas
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do microambiente do tecido conjuntivo, causada por alguns agentes e/ou
estimulantes. Nessas condi¢des, o fibroblasto transforma-se em proto-miofibroblasto
(Schmith et al., 1994), o qual é caracterizado pela formagdo de miofilamentos
contendo somente as isoformas citoplasmaticas 3 e y-actina, caracterizando dois
tipos de miofibroblastos (Tomasek et al., 2002). Sob estimulo dos fatores de
crescimento e uma nova sintese de componentes da matriz extracelular, o proto-
miofibroblasto transforma-se em miofibroblasto, o qual €& caracterizado pela
expressdo de a-AML e, em alguns casos, por marcadores de diferenciacédo de

células de musculo liso como a desmina e miosina.

Dentre os principais fatores que governam o aparecimento e regressao
dos miofibroblastos, as citocinas exercem um papel essencial (Gabbiani et al.,
2003). As que mais influenciam a diferenciagdo dos miofibroblastos incluem: Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Fibroblastico
(FGF), Fator Estimulador de Colonias Granulécito-Mastocito (GM-CSF), Fator de
Transformacéo de Crescimento beta-1 (TGF-B4), Interferon Gama (y-INF), Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNFa), Interleucina 1 (IL-1) e Interleucina-2 (IL-2) (Schirch et

al., 1998).

Nessa relacao de citocinas, GM-CSF e TGF-34 tém um papel fundamental
no recrutamento de células e na modulacdo de células para o fendtipo
miofibroblastico, ou seja, na indugdo da expressdao de a-AML nos fibroblastos
quiescentes. Essa expressdo a-AML é considerada o principal marcador bioquimico
para a diferenciagdo miofibroblastica controlada em sistemas in vitro, além de sugerir
que a expressao dessa isoforma de actina confere caracteristicas contrateis as

células fibroblasticas (Chambers et al., 2003; Hinz et al., 2003; Hinz, 2007).

Usualmente, a modulagdo do fibroblasto para miofibroblasto resulta da



25

combinacgao de trés agentes diferentes: 1. Tensao mecanica; 2. TGF-p4 e; 3. ED-A
fibronectina celular (Arora et al., 1999; Gabbiani, 2003). E ainda, é requerida a
desfosforilagdo dos residuos da tirosina fosfatada (Ehrlich et al., 1999). E essa
diferenciagdo pode ser inibida pela agdo da nicotina, diminuindo a migracéo de
células gengivais, reforcando a hipétese que a demora na cicatrizagdo gengival em
fumantes deve se ao fato da diminuigdo do numero de miofibroblastos (Fang,

Svoboda, 2005).

O TFG-B4 é um fator de crescimento bem estudado que exerce
importantes agdes biolégicas em fenbmenos fisioldgicos e patologicos. Nos
fibroblastos, ele induz a produgédo de colageno tipo |, e nos tecidos de granulagéo
exerce duas principais atividades: capacidade de modificar a formacao do tecido e
formacao e deposicdo de matriz extracelular, além de ser a citocina-chave para a
evolucdo das lesbes caracterizadas pela formacao de fibroses e pela protegcao
dessas células contra o estimulo apoptético (Chambers et al., 2003; Fan et al.,

2007).

A transicao entre fibroblasto e miofibroblasto € essencialmente devido a
acao combinada de uma variante de ED-A fibronectina celular e TGF-j,
particularmente o TGF-B4. Este miofibroblasto diferenciado sofre influéncia do Fator
de Crescimento Fibroblastico e Heparina (FGF/h) induzindo-o a perder a expressao
a-SMA e a se diferenciar novamente em fibroblastos, formando um ciclo vicioso

(Dugina et al., 2001; Greenberg et al., 2006).

Funato et al. (1999) avaliaram o papel do TGF-B; e do Fator de
Crescimento Fibroblastico basico (bFGF), que estdo entre os mais importantes
moduladores do reparo tecidual, na diferenciacdo dos miofibroblastos e sua

apoptose durante a cicatrizagdo seguida da injuria mucoperiosteal no palato de rato.
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Para isso, realizaram analise imunoistoquimica para a-AML ou bandas de DNA.
Células positivas para TGF-B1 foram notadas na regido subepitelial do 2° ao 14° dia
de injuria quando as feridas estavam completamente re-epitelializadas. A forte
expressdo do bFGF foi observada principalmente nos macréfagos e mondécitos no
local no 10° ao 14° dia depois da injuria. Durante a ultima fase de cicatrizagao, TGF-
B1 e bFGF mostraram uma baixa significancia em numero; além disso, o numero de
miofibroblastos expressando a-AML aumentou (pico 14° dia) e decresceu gradual e
paralelamente (a apoptose dos miofibroblastos foi proeminente no 14° dia). Esses
resultados mostram que o TGF-31 e o bFGF podem ser potenciais estimuladores da

apoptose dos miofibroblastos depois da re-epitelializacdo em processo de reparacao

Apoptose € um importante evento para a manutencido da homeostasia
dentro da continua renovagao de tecidos como a pele e mucosa oral (Funato et al.,
1999) podendo seu curso ser alterado pela interagao intercelular e interagédo célula-
matriz. A regulacdo do fendmeno da apoptose durante a cicatrizacdo da ferida
também ¢é importante no estabelecimento e desenvolvimento das cicatrizes
patoldgicas, sendo a fibrose tecidual resultado de uma série complexa de eventos
focados na regulagao da proliferagao de fibroblastos, sintese e deposicédo de matriz
extracelular bem como a propria apoptose, onde ocorre uma diminuicdo da
populacdo de miofibroblastos na fase de maturagao cicatricial (Arora, McCulloch,

1999).

Quando uma cicatriz desenvolve dentro do tecido de granulagéo, os
miofibroblastos desaparecem, provavelmente como resultado da apoptose, e a
cicatriz classicamente torna-se menos celular composta por fibroblastos tipicos com
reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e ndo mais com microfilamentos

(Gabbiani, 1992). Com a desregulagao desse ciclo, inicia-se um mecanismo que
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pode levar ao desenvolvimento de uma condigao fibrética, de cicatriz excessiva ou
de doencgas fibrocontrateis onde os miofibroblastos persistem (Desmouliere 1995,

1999; Bitu et al., 2006; Helary et al., 2006; Hinz, 2006).

2.5 Proteinas Miogénicas
2.5.1 a-actina de musculo liso

A actina faz parte de uma familia de microfilamentos de 5-8nm de
diametro que compde o citoesqueleto e esta presente em mamiferos e aves em
pelos menos seis isoformas, sendo duas isoformas ndo-musculares e quatro
isoformas musculares. As duas isoformas nao-musculares ou citoplasmaticas sao
encontradas em praticamente todas as células e sdo denominadas B e y-actinas. As
quatro isoformas musculares, a-actina muscular cardiaca, a-actina muscular
esquelética, a-AML e y-AML, estdo presentes em vertebrados superiores, nao

apresentado diferengas entre as espécies (Novikoff, Holtzman, 1997).

As actinas nao-musculares estdo envolvidas em processos como
movimentagcdo de cromossomos, fagocitose, exocitose, motilidade celular e
manutencdo estrutural, e estdo localizadas inclusive em nucleo. As actinas
musculares fazem parte do aparato contratil das células musculares e células com
fendtipo muscular, como as células mioepiteliais e miofibroblastos, e participam da

contracao celular.

A isoforma a-AML esta presente em todos os tecidos musculares lisos de
mamiferos, nas células mioepiteliais e nos miofibroblastos. Anticorpo monoclonal
especifico contra essa isoforma reconhece especificamente estas células, sendo

negativas para outras formas de actina (B e y) expressas em varias outras células
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epiteliais e nao-epiteliais.

2.5.2 Calponina

E uma proteina de aproximadamente de 34KDa, com variagdo da massa
molecular conforme o tecido e a espécie em que se encontra. Quatro isoformas
foram identificadas, sendo trés codificadas por genes distintos e uma resultante de
“splicing” alternativo. O gene calp h1 deriva a calponina h1 ou calponina basica ou
calponina-a (23.333 Da), que € expressa exclusivamente em musculo liso e € a mais
compreendida. A calponina (28.127 Da) é também derivada do gene h1 e detectada
em musculo liso do trato urogenital, também de pH basico. As isoformas calponina
h2 (neutra) e calponina acida (36.377 Da) exibem consideraveis sequéncias de
aminoacidos idénticas a calponina h1 e sdo expressas em células musculares lisas e
nao musculares, incluindo cérebro, mas suas propriedades funcionais sao distintas

da isoforma muscular lisa (Hodgkinson et al., 1997).

A isoforma muscular lisa tem sido proposta como uma proteina
reguladora da contragado dos musculos lisos, ou seja, da interagao actina-miosina, no
que diz respeito a velocidade e intensidade. Essa proteina liga-se a actina, porém as
vias que controlam a calponina e o0 seu papel exato na regulacdo do ciclo de
interligacbes entre actina e miosina nado séo totalmente claros. A denominagéao
calponina reflete sua habilidade de ligar-se ao calcio-calmodulina e ter reagdo com

anticorpo anti-troponina A (EI-Mezgueldi et al., 1992).

Além de um possivel papel na regulagdo da interagdo actina-miosina, a
calponina pode também ter funcdo na organizagdo e regulagado estrutural do

citoesqueleto, pois alguns dados indicam que ela pode estar presente nao apenas
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no aparato contratil, mas também no citoesqueleto. E se a calponina realmente
desempenha um importante papel na formagao do citoesqueleto, o0 mesmo pode
supor que ela também seja capaz de interagir ndo somente com proteinas dos
microfilamentos, mas com diferentes proteinas dos microtubulos e filamentos

intermediarios (Gusev, 2001).

Ela é quase que exclusiva de tecido muscular liso e células com fendtipo
muscular liso, sendo relatada em células mioepiteliais normais e neoplasicas e,
embora apenas raramente, também em miofibroblastos (Korenbaum, Rivero, 2002).
A expressao da calponina esta possivelmente relacionada a diferenciacédo de células
musculares lisas e é expressa, apenas em células que exibem fendtipo contratil,

deixando de ser expressa quando a célula entra em divisao.

2.5.3 Desmina

A analise eletroforética das fibras musculares lisas demonstrou que elas
sao compostas por duas proteinas principais: a actina e uma proteina de peso
molecular entre 50 - 54 KDa e 470 aminoacidos, denominada desmina. Estudos
imunoldgicos e bioquimicos demonstram que a desmina € também componente do
musculo esquelético e cardiaco bem com de células endoteliais de mamiferos e
aves. Entretanto, a desmina das duas classes mostra diferentes pontos isoelétricos,
diferentes pesos moleculares sendo a de mamiferos mais acida (Machado,

Figueredo, 1996).

Foi purificada em 1977 por Small & Sobieszek, que a chamaram de
“‘esqueletina”. Lazarides & Hubbard (1976) purificaram-na denominando de

“‘desmina” (desmo = ligagao) por conferirem a ela, a fungdo de ligagdo com os
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sarcoméros (miofibrila muscular). Seu gene foi identificado por Capetanaki et al.

(1984).

Tem sido mostrada a interagdo da desmina com algumas moléculas, e
funcbes particulares sao atribuidas a cada uma dessas interacdes. Aspectos da
biologia celular sdo notaveis, como sua resisténcia a desnaturagdo quimica,
estabilizacdo mecéanica e sua interagao direta com o programa de diferenciagcéo
muscular (Costa, Figueredo, 2004). A desmina € uma das primeiras proteinas
estruturais especificas de musculo e uma das mais persistentes em algumas

condicdes de diferenciacao.

2.5.4 Miosina

Miosina € uma familia de diversas moléculas motoras que utiliza energia
do ciclo de ATP para executar trabalho mecéanico (contragdo muscular) juntamente
com os filamentos de actina (Olivares, De La Cruz, 2005). Sdo os principais
componentes dos miofilamentos e consistem em, no minimo, 20 classes estruturais
e funcionalmente distintas. O genoma humano contém aproximadamente 40 genes

de miosina, dos quais 12 estao codificados.

E formada por duas cadeias polipeptidicas pesadas e quatro leves. As
cadeias pesadas formam uma dupla hélice deixando livres nas extremidades
estruturas globulares denominadas cabegas de miosina. As quatro cadeias leves
localizam-se na cabega da miosina, duas em cada cabeca. O corpo da molécula de
miosina forma a cauda do microtubulo e dela saem proeminéncias helicoidais que
mantém a cabecga longe do corpo, chamado de brago da molécula. O conjunto

formado chama-se ponte cruzada. Esta proteina motora movimenta-se ao longo dos
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filamentos de actina utilizando ATP.

A miosina tem sido implicada em uma variedade de outras fungdes
intracelulares, incluindo migracédo e adesao celular; transporte e localizagédo de
organelas e macromoléculas; sinal de transducédo e supressao de tumor (Krendel,

Mooseker, 2005).



32

3 PROPOSIGAO

Avaliar a presenga de miofibroblastos em gengiva normal, gengivite e
periodontite através da técnica de imunoistoquimica utilizando os anticorpos a-actina

de musculo liso, calponina, miosina e desmina.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para esse estudo, foram utilizados fragmentos de mucosa bucal
diagnosticado clinica e histologicamente como gengiva normal, gengivite e
periodontite obtidos de diferentes areas da gengiva fixados em formol 10% e
emblocados em parafina. Para cada grupo das lesdes citadas foram selecionados 10
casos pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de

odontologia e Centro de Pesquisas Odontolégicas Sao Leopoldo Mandic.

Esta pesquisa foi submetida & avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa

desta instituicio e aprovada Parecer n° 06/262.

Foram realizadas reagdes imunoistoquimicas com os anticorpos
monoclonais a-actina de musculo liso (AML) (clone 1A4, Dako, Carpinteria, CA,
USA) calponina (clone CALP, Dako), miosina (clone SMMS-1, Dako) e desmina

(clone DE-R-11, Dako), com o protocolo abaixo descrito:

a) cortes dos blocos de parafina contendo os espécimes em 3 um de

espessura,

b) desparafinizagdo dos cortes em dois banhos de xilol: o primeiro a 60°

por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 20 minutos;

c) rehidratacdo em uma série de etanol em concentragdes decrescentes:
trés banhos em etanol absoluto, um em etanol 95% e um em etanol

85%, durante trés minutos cada;

d) lavagem em agua corrente por 5 minutos e trés passagens em agua

destilada;



34

e) recuperacao antigénica para os anticorpos calponina, miosina e

desmina (tabela 1);
f) passagem em agua destilada trés vezes;

g) bloqueio da peroxidase endogena tecidual com imersdo do material em
peréxido de hidrogénio a 20% e metanol na proporgéao de 1:1 em trés

banhos de cinco minutos cada;

h) lavagem em agua corrente por 10 minutos e passagem posterior em

agua destilada;

i) dois banhos com a solugdo tampao de TRIS 0,05M pH 7,4 por cinco

minutos cada.

Apds esse preparo, as laminas seguiram para processamento mecanico

na DakoCytomation Autostainer onde os seguintes passos foram realizados:

a) incubagao dos anticorpos primarios (AML, calponina, miosina e
desmina) diluidos em BSA 1% na concentragédo e tempo descritos na

tabela 1;

b) dois banhos com a solugéo tampao de TRIS 0,05M pH 7,6, por cinco

minutos cada;

c) incubagao do anticorpo secundario LSAB + System-HRP (céd. K069,

Dako) por 30 minutos;

d) dois banhos com a solugao tampao de TRIS 0,05M pH 7,6, por cinco

minutos cada;

e) incubagdo do complexo terciario LSAB + System-HRP (cdd. K069,

Dako) por 30 minutos;
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f) dois banhos com a solugdo tampéao de TRIS 0,05M pH 7,6, por cinco

minutos cada;
g) revelagao da reagao com DAKO Liquid DAB plus (céd. K3468, Dako);
h) lavagem com tampao de TRIS 0,05M pH 7,6.

Em seguida, as laminas foram retiradas da maquina e seguiram

manualmente os seguintes passos:

a) lavagem em agua corrente por 10 minutos seguidos de passagem em

agua destilada;
b) contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por seis minutos;

c) lavagem em agua corrente por 5 minutos seguidos de passagem em

agua destilada;

d) desidratagcdo em uma série de etanol em concentragbes crescentes

(80%, 95% e 100%);
e) diafanizagéo em xilol;
f) montagem em Permount®;
g) analise dos resultados em microscépio de luz.

Para controle negativo, os anticorpos primarios foram suprimidos da
reagcdo e a parede muscular de vasos sanguineos foram usados como controle

interno positivo.
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Tabela 1 - Clone, concentracdo, tempo de incubacdo e tratamento para recuperacio
antigénica dos anticorpos primarios

Anticorpo Clone Concentragao :I'empo d_e Recuperagao Antigénica
incubacao
a-Actina de . 1A4 1:300 40° Sem tratamento
musculo liso
- ] . Pepsina 0,4% pH1,8 em estufa a

Calponina Ccalp 1:50 40 37°C por 60 minutos
Pepsina 0,1% pH1,8 em estufa a
60°C por 10 minutos seguido por

Miosina*® SMMS-1 1:50 60" estufa a 37°C por 10minutos e
Ac citrico 0,1M pH6,0 em banho
Maria a 95°C por 30 minutos
Acido. citrico 0,1M pH 6,0, em

Desmina* DE-R-11 1:100 30° banho Maria a 95°C por 20

minutos

*Dako, Carpinteria, CA, USA
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5 RESULTADOS

Neste trabalho, foi estudada a presenga de miofibroblastos na gengiva
normal, gengivite e periodontite por meio da expressao imunoistoquimica da actina

de musculo liso (AML), calponina, miosina e desmina.

As gengivas normais, ao exame microscopico, apresentaram revestimento
epitelial estratificado pavimentoso queratinizado em continuidade com epitélio
pavimentoso n&o estratificado de poucas camadas (epitélio sulcular). A lamina
prépria era constituida por tecido conjuntivo denso e raras células inflamatorias
mononucleares, linfocitos e plasmadcitos, estavam presentes especialmente nas

proximidades do epitélio.

Nos casos de gengivite e periodontite, graus variados de inflamagao
foram verificados entre os casos, sendo em sua maioria de intensidade moderada. O
infiltrado inflamatério foi predominantemente linfo-plasmocitario, concentrando-se

nas proximidades do epitélio sulcular (figura 1a e figura 1d).

Dos 30 casos estudados (10 gengivas normais, 10 gengivites e 10
periodontites), apenas 2 casos de gengivite e 2 de periodontite apresentaram
miofibroblastos positivos para AML (figuras 1b, 1c, 1e, 1f). Os demais anticorpos

utilizados, calponina, desmina e miosina foram negativos em todos os casos.

Nos casos positivos, apenas raros miofibroblastos estavam presentes,
sendo em quantidade discretamente maior nas periodontites. Os miofibroblastos
localizavam-se abaixo das areas inflamadas, entremeados a fibras colagenas

dispostas em feixes espessos e paralelos.



Figura 1- a, b e c: cortes histolégicos de gengivite. d, e e f: cortes histologicos
de periodontite. a: coloragdo de hematoxilina e eosina (aumento de
40x); b e c: imunomarcacgao de raros miofibroblastos pela a-actina de
musculo liso (aumento de 200x e 400x); d: coloracdo de
hematoxilina e eosina (aumento de 40x); e e f: imunomarcagéo de
alguns miofibroblastos pela a-actina de musculo liso (aumento de
200x e 400x).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram presenca de
miofibroblastos em apenas 20% (2 casos de cada) das gengivites e periodontites
analisadas, mostrando-se discretamente em maior quantidade nas periodontites,
estando ausentes em todos os espécimes de gengiva saudavel. Dentre os
marcadores miogénicos utilizados, os miofibroblastos foram evidenciados apenas
com a a-actina de musculo liso (AML), sendo negativos para calponina, miosina e
desmina. Além de estarem presentes em poucos casos, os miofibroblastos eram
escassos e distribuidos na profundidade dos espécimes e em areas fibrosas livre de

inflamacao.

A doenca periodontal é uma das patologias cronicas mais prevalentes da
raca humana e pode levar a destrui¢cao dos tecidos de suporte do dente bem como a
perda do préprio dente (Kumagai et al., 2005). A gengivite € a inflamagao da gengiva
resultante principalmente de uma deficiente higiene oral, que permite o acumulo de
biofilme dental (Dalwai et al., 2006). Com a sua evolugdo, ocorre um agravamento
do quadro, conhecido como periodontite, que é caracterizada pela destruicdo do
ligamento periodontal com consequente formacdo de bolsas periodontais e
reabsorcdo do processo alveolar, tendo o préprio mecanismo de defesa do

hospedeiro contribuindo para sua etiologia (Hart et al., 2004).

Em alguns processos, tanto de natureza inflamatéria, reativa ou
neoplasica, o fibroblasto, sob influéncia de citocinas e fatores de crescimento,
diferencia-se em miofibroblasto (Schurch et al., 1998; Tomazek et al., 2002;
Gabbiani, 2003; van Beurden et al., 2005 ). Miofibroblastos sao células que

compartilham caracteristicas ultraestruturais com fibroblastos e células musculares
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lisas (Gown, 1990; Oda et al., 1998; Estes et al.,1994), apresentando capacidade de
contragao e de sintese de elevados niveis de colageno (desmoplasia), bem como
outros componentes da matriz extracelular, citocinas, fatores de crescimento,
mediadores inflamatoério e proteinas de adeséo (Desmouliére et al., 2004; Kelerman,

2007).

O miofibroblasto foi inicialmente descrito no tecido de granulagcéo de
feridas em cicatrizagao por Gabiani et al. (1971) e, posteriormente, seu papel ativo
na cicatrizacéo de feridas foi verificado (Rudolph, 1977). E geralmente aceito que os
miofibroblastos apresentam um papel chave na reconstrucéo fisiolégica do tecido
conjuntivo depois da injuria e nas deformidades patolégicas que caracterizam as
doencgas fibroticas (Estes et al., 1994; Gabbiani et al., 2003; Desmouliére et al.,
2004; Hinz, 2007). Em nosso estudo, apenas poucos casos (2 casos de gengivite e
2 de periodontite) apresentaram miofibroblastos, que foram raros e em areas focais.

Entretanto, nenhum outro estudo foi conduzido nessas patologias.

Além do processo de cicatrizacdo, os miofibroblastos estdo também
presentes em varios outros processos cronicos e fibréticos, no estroma de algumas
neoplasias (Gown, 1990; Oda et al., 1998) e fisiologicamente no tecido conjuntivo
em pequenas populacbes de muitos érgdos, como pele, ligamento periodontal,
mucosa intestinal, septo alveolar pulmonar, estroma de duodeno, corddo umbilical,
nddulos linfaticos, figado, bago e medula dssea (Gabbiani, 1998, 1999; Schurch et
al., 1998; Tomasek et al., 2002; Desmouliére et al., 2004; Hinz et al., 2004, 2007).
Em nosso estudo, ndo foram encontrados miofibroblastos nos tecidos gengivais
saudaveis, corroborando os achados de Kellerman (2007), que nao verificou essas
células na mucosa bucal normal. Nos tecidos normais, os miofibroblastos foram

relatados particularmente em locais onde a forca mecéanica € necessaria devido a
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necessidade de contragdo ou mesmo remodelagdo uma vez que a tensio tecidual
tem sido mostrada ser um regulador crucial para a diferenciagao do fibroblasto para
miofibroblasto e o remodelamento do tecido conjuntivo (Arora et al., 1999; Vaughan
et al., 2000; Gabbiani, 2003; Hinz, Gabbiani, 2003; Helary, 2006), fato ndo requerido
na mucosa bucal nem tampouco na gengiva, onde a contragao tecidual promoveria a
exposi¢cao no meio bucal da fragil juncdo amelo-cementaria contra os acidos bucais
ou até da raiz dentaria (Gabbiani, 1992, 1998; Schurch et al., 1998; Hinz et al.,

2004).

O miofibroblasto € uma célula com diferenciagdo miogénica contendo um
aparato contratil que promove sua contragao. A literatura tem mostrado, por meio de
estudos ultraestruturais e imunoistoquimicos, que o fendtipo do citoesqueleto dos
miofibroblastos € heterogéneo, contendo filamentos intermediarios, a-AML e
miosina, nos diferentes processos e/ou localizagdes, podendo apresentar os
seguintes constituintes: 1. apenas vimentina; 2. vimentina e AML; 3. vimentina, AML
e desmina; 4. vimentina e desmina e; 5. vimentina, AML, cadeia pesada de miosina
com ou sem desmina (Yamasaki, 1987; Gabbiani, 1992; Desmouliere et al., 1995;
Schurch et al., 1998; Desmouliére, 2003). Nossos achados mostram miofibroblastos
positivos apenas para AML, tanto na gengivite como na periodontite, assim como
relatado por Schirch et al. (1998) em sua anélise das proteinas do citoesqueleto, em
que verificaram que os miofibroblastos da cicatrizagdo de feridas normais em
experimentos com animais ndo expressam desmina ou cadeia pesada de miosina de
musculo liso durante o fechamento da ferida, apresentando apenas AML. Os
miofibroblastos que apresentam fendtipo com desmina e/ou miosina sao
encontrados nas fibromatoses (variantes musculo-aponeurdticas superficial e

profunda) e em algumas proliferagbes do tecido mole como sarcoma, miosite
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proliferativa, histiocitoma fibroso cutidneo, dermatofibroma, elastofiboroma dentre

outros (Scharch et al., 1998).

Eyden (2003) considerou a desmina como um marcador para lesées
miofibroblasticas, fato esse de particular interesse e contradicao porque nos tecidos
de granulagao e no estroma tumoral, os miofibroblastos expressam muito pouco ou
quase nada desse filamento intermediario. Desta forma, a desmina nao deveria ser
considerada como parte da definicao primaria dos miofibroblastos, embora a mesma

seja reconhecida em algumas lesdes.

Os estudos de Schuarch et al. (1984) demonstraram que, nos
miofibroblastos, ha auséncia de desmina e pré-queratina, apresentando somente um
tipo de filamento intermediario, a vimentina, sugerindo que essas células sdao mais

proximas dos fibroblastos que das células de musculo liso.

A calponina € uma proteina ligada a AML que age no controle da
velocidade e intensidade da contragdo muscular. Embora os miofibroblastos
apresentem AML, os miofibroblastos foram negativos para calponina tanto em nosso

estudo como no de Mansur et al. (1996).

Outros marcadores como laminina, caldesmona e proteina de ativacéo de
fibroblastos tém sido utilizados para caracterizar os miofibroblastos, mas o padrao
de expressao € variavel e dependente principalmente da origem, localizagdo e
condigdo patologica (Eyden, 2003; Kelermann, 2007). Gabbiani et al. (1998),
Gabbiani (1998, 1999, 2003), Serini & Gabbiani (1999), Desmouliére et al. (2004,
2005) e Hinz et al. (2007) indicaram a AML como o melhor marcador para
identificacdo dos miofibroblastos, por ser o elemento chave na diferenciagdo dos
miofibroblastos, permitindo monitorar e identificar o comportamento destas células

em situagdes clinicas e patoldgicas.
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A diferenciacédo do fibroblasto em miofibroblastos ocorre sob mudancas
do microambiente do tecido conjuntivo, causada por alguns agentes e/ou
estimulantes. Nessas condi¢des, o fibroblasto transforma-se em proto-miofibroblasto
(Schmitt et al.,, 1994), o qual é caracterizado pela formagdo de miofilamentos
contendo somente as isoformas citoplasmaticas B e y-actina (Tomasek et al., 2001).
Sob estimulo dos fatores de crescimento e uma nova sintese de componentes da
matriz extracelular, o proto-miofibroblasto transforma-se em miofibroblasto, o qual é
caracterizado especialmente pela expressao de a-AML e, em alguns casos, por

marcadores de diferenciacido de células de musculo liso como a desmina € miosina.

Dentre os principais fatores que governam o aparecimento e regressao
dos miofibroblastos, as citocinas exercem um papel essencial (Gabbiani et al.,
2001). As que mais influenciam a diferenciagdo dos miofibroblastos incluem: Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Fibroblastico
(FGF), Fator Estimulador de Colonias Granulécito-Mastocito (GM-CSF), Fator de
Transformacéo de Crescimento beta-1 (TGF-B4), Interferon Gama (y-INF), Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNFa), Interleucina 1 (IL-1) e Interleucina-2 (IL-2) (Shmit et

al., 1994).

Nessa relacao de citocinas, GM-CSF e TGF-34 tém um papel fundamental
no recrutamento de células e na modulacdo de células para o fendtipo
miofibroblastico, ou seja, na indugdo da expressdao de a-AML nos fibroblastos
quiescentes (Chambers et al., 2003; Hinz et al., 2003; Desmouliére et al., 2004,
2005; Hinz, 2007). O TFG-B4 € um fator de crescimento bem estudado que exerce
importantes agdes biolégicas em fendbmenos fisioldgicos e patoldgicos, atuando no
crescimento e diferenciacao de diferentes células e tecidos de modo a influenciar a

sintese de componentes da matriz extracelular. Nos fibroblastos, ele induz
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especialmente a produgdo de colageno tipo I, e nos tecidos de granulagdo exerce
duas principais atividades: capacidade de modificar a formagao do tecido e formagao
e deposicdo de matriz extracelular, além de ser a citocina-chave para a evolugao
das lesdes caracterizadas pela formacao de fibroses e pela protecao dessas células
contra o estimulo apoptético (Serini et al., 1998; Chambers et al., 2003; Fan et al.,

2007; Hinz, 2007).

A modulacao do fibroblasto para miofibroblasto resulta da combinacao de
trés agentes diferentes: 1. Tensdo mecanica; 2. TGF-B1 e; 3. variante ED-A de
fibronectina (Tomasek et al.,, 2002; Gabbiani, 2003). E ainda, € requerida a

desfosforilagdo dos residuos da tirosina fosfatada (Ehrlich et al., 1999).

No presente estudo, em areas onde o componente inflamatério estava
presente, tanto na gengivite quanto na periodontite, ndo foram observadas
deposigao de colageno nem presencga de miofibroblastos, estando os miofibroblastos
presentes em feixes fibrosos entremeados a essas regibes e localizado mais
profundamente no espécime. No estudo de Sobral et al. (2004), os resultados
mostram, também, que n&o havia miofibroblastos em areas inflamadas do carcinoma
mucoepidermdide de glandulas salivares de grau intermediario. Os autores
sugeriram que o infiltrado inflamatério dessas areas inibe a sintese de TGF- 31 pela
liberacdo de Interferon que promove a reducdo na sintese de RNAm da AML,
interferindo na diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos. Ainda nesse estudo,
outro fator considerado foi o préprio infiltrado inflamatdrio, no qual a presenca dos
macrofagos tem sido relacionada a diminuigdo da sintese de TGF- B4 e a destruigao
da matriz extracelular. Nesta mesma relagéo, Hinz (2007) citou que miofibroblastos
precoces podem ser suprimidos por fatores antagonistas liberados pelas células

inflamatdrias e também por queratindcitos.
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Assim explica-se a presenga de poucos miofibroblastos nos tecidos
gengivais inflamados (gengivite e periodontite). Ainda, explica a sua localizagdo mais
na profundidade do espécime uma vez que as areas mais inflamadas localizavam-se
superficialmente, principalmente na regido do sulco gengival, onde ha maior agéao
dos microorganismos do biofilme e seus produtos, conforme mostrado nos

resultados do nosso estudo.

A localizacdo mais profunda dos miofibroblastos nos espécimes pode ter
contribuido para a reduzida quantidade de casos positivos, pois se sabe que, em
geral, a remogao dos fragmentos gengivais se faz o mais superficial possivel a fim

de minimizar os resultados anti-estéticos.

Nos casos analisados, notou-se, também, que as periodontites exibiram
quantidade de miofibroblastos discretamente maior quando comparadas as
gengivites, podendo ser justificado pela maior extensdo e duragdo do processo, 0

que poderia estimular a diferenciagao de maior quantidade de miofibroblastos.

E por fim, a pouca quantidade de casos exibindo miofibroblastos bem
como a raridade dessas células nesses casos podem ser explicadas pelo processo
de reparo na gengiva, que pode nao apresentar tensao tecidual, co-requisito
importante para a diferenciagao dos fibroblastos em miofibroblastos. Ou ainda, pode
nao requer contragdo do tecido uma vez que o comportamento do epitélio juncional
frente ao processo infeccioso € afastar-se da fonte de agresséao, o biofiime, e ndo se

aproximar por meio da contragao dos miofibroblastos.

O miofibroblasto apresenta agdo antagonista no estroma. Assim como ele
pode produzir grande quantidade de matriz extracelular, especialmente o colageno
tipo |, resultando na desmoplasia, alguns estudos em neoplasias sugerem que 0s

miofibroblastos secretam enzimas que degradam a matriz extracelular (Schirch et
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al., 1998; Serini et al., 1998). Estudos adicionais acerca da acado e fungcao dos
miofibroblastos nas patologias inflamatérias gengivais sdo necessarios para maiores

esclarecimentos.
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7 CONCLUSAO

Através deste trabalho podemos concluir que:
a) nao foram observados miofibroblastos em gengiva normal;

b) apenas dois caso de gengivite e dois de periodontite apresentaram

miofibroblastos;

c) miofibroblastos foram evidenciados apenas com a a-actina de musculo

liso.
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