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RESUMO

A polpa dentaria € formada por um tecido conjuntivo frouxo constituido de elementos
celulares e matriz extracelular. Algumas citocinas e fatores de crescimento podem
modular a proliferacéo e diferenciacao celular e sintese de matriz pulpar. O presente
trabalho se propés a analisar in vitro, através de imunofluorescéncia, a expressao de
alguns fatores de crescimento, a saber, fator de crescimento de fibroblastos 2
(FGF2), fator de crescimento derivado de plaquetas-A (PDGF-A) e fator de
transformacao do crescimento -1 (TGFB-1) em polpas dentarias humanas. Foram
utilizadas linhagens celulares de fibroblastos de germes de polpas dentarias
humanas obtidas através da técnica de explant. Os resultados obtidos revelaram
diferentes padrées de expressdao das proteinas estudadas. O FGF2
imunoexpressou-se no citoplasma, pontualmente, principalmente proximo aos limites
da membrana citoplasmatica, bem como o TGFB-1, que esteve mais fortemente
expresso em algumas regides focais do citoplasma. O PDGFA apresentou
imunomarcacgéo em todo citoplasma.

Palavras-chave: Polpa dentaria humana. FGF2. PDGFA. TGFB-1. Cultura celular.



ABSTRACT

Dental pulp is a soft connective tissue composed by cells and extracellular matrix
Some cytokines and growth factors can modulate cell proliferation and differentiation
and pulpal matrix synthesis. The present study investigated, in vitro, the expression
of some growth factors, as fibroblast growth factor 2 (FGF2), plateled-derived growth
factor-A (PDGF-A) and transforming growth factor p-1 (TGFB-1) in human dental
pulp. For that, cell lineages were obtained from human dental pulp germs by explant
technique. The results indicated different immunoexpression patterns of the growth
factors studied. All of the studied growth factors were present in the human dental
pulp cells fibroblasts. FGF2, TGF-1 and PDGFA were immunoexpressed in all cell
cytoplasm. The FGF2 was present mainly nearer of the cytoplasmatic membrane,
while the TGF-B1 was strongly expressed in focal regions of the cell.

Keywords: Human dental pulp. FGF2. PDGFA. Cell culture.
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1 INTRODUCAO

A polpa dentaria é formada por um tecido conjuntivo frouxo constituido de
elementos celulares e matriz extracelular. Esta matriz € composta por uma variedade
de proteinas e polissacarideos que s&o secretados localmente e se acumulam em
intima associacdo com a superficie de células que os produzem servindo como
arcabouco fisico e também com o papel bioativo na regulagdo do comportamento

celular (Albert et al., 2004).

A polpa dentaria é um tecido em constante remodelagdo, em virtude da
resposta as diversas agressdes do meio externo o que provoca modificagdo dos
seus componentes celulares e extracelulares tais como migragao, proliferacdo e

diferenciagao celular entre outros (Tziafas, 2000; Tran-Hung et al., 2006).

Algumas citocinas e fatores de crescimento podem modular a proliferagao

e diferenciacao celular e sintese de matriz pulpar (Shiba et al., 1998).

O fator de transformagdo do crescimento B1 (TGFB-1) tem sido
relacionado com o processo de reparagao pulpar (Finkelman et al., 1990; Rutherford,
Gu, 2000), bem como indutor da sintese da matriz dentinaria e imunossupressao
pulpar (Magloire et al., 2001). Além disso, tem sido relacionado com a expressao de
filamentos de a-actina de musculo liso (a-AML) quando suplementado em meio de
cultura de células pulpares (Martinez et al., 2007), demonstrando a importancia

deste fator de crescimento no processo de reparagao pulpar.

Ja o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2) dentre as diversas
acdes tem papel fundamental na angiogénese, proliferagdo celular e formacgéao de

tubulos dentinarios (Tweeden et al., 1989), bem como acdo sinérgica na



diferenciagdo de células pulpares mesénquimais indiferenciadas em células

“odontoblast-like”.

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é encontrado na
dentina humana em altas concentragbées (Roberts-Clark, Smith, 2000) e em estudos
realizados com polpas de dentes de ratos revelou-se intensificador da angiogénese

no processo reparador tecidual (Kuraguchi et al., 1995).

Com base nesse fato propusemo-nos a estudar a expressao in vitro de
trés fatores de crescimento, a saber, fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF2),
fator de transformacgéao do crescimento (-1 (TGFB-1) e fator de crescimento derivado
de plaquetas A (PDGFA) em fibroblastos cultivados a partir de germes dentarios

humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polpa Dentaria

A polpa dentéaria € um tecido conjuntivo frouxo histologicamente formado
por células e matriz extracelular, sendo considerado um tecido especializado devido
a sua organizagao e localizagdo, uma vez que se encontra rodeado por um tecido
duro e anelastico (Katchuburian, Arana, 1999). As células encontradas na polpa
dentaria sdo os fibroblastos, odontoblastos, macréfagos, linfécitos T, células
endoteliais, perivasculares e células-tronco (‘stem cells”) (Lyn et al., 1991;
Goldberg, Lasfarges, 1995; Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002; Huang et

al., 2006).

O tecido pulpar, em sua periferia, € formado principalmente por
odontoblastos cuja fungdo € a deposigdo continua de dentina (Arana-Chavez,
Massa, 2004) enquanto a porgdo central contém uma populagdo celular
heterogénea. Contudo, o tipo celular mais encontrado € o fibroblasto (Martinez,

Araujo, 2004).

A odontogénese inicia-se com o espessamento do epitélio, e indugao do
tecido mesenquimal subjacente. Esse intercambio de sinais direciona as fases de
formacao dentaria divididas em fase de botdo, fase de capuz e fase de campanula
(Berkovitz et al., 2004; Young et al., 2005). A fase de botéo representa o verdadeiro
inicio da formacgao de cada dente; na fase de capuz verificamos intensa proliferacao
das células epiteliais e na de campanula iniciam-se os processos de morfogénese e

diferenciagao celular. Wang (2004) sugere também que o epitélio oral possui
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potencial odontogénico nos estagios iniciais do desenvolvimento dentario

sinalizando o mesénquima.

Durante esses estagios, a sinalizagdo que provém do epitélio induz as
células mesenquimais da papila dentaria a diferenciarem-se em odontoblastos (Mc

Collum, Sharpe, 2001).

As células da papila logo abaixo do epitélio interno do 6rgao do esmalte
se diferenciam em odontoblastos enquanto as demais células da papila originam a
polpa dentaria. A unido do epitélio interno e externo do 6rgao do esmalte forma uma
estrutura conhecida como alga cervical que expressa ao todo dez sinalizadores
celulares diferentes incluindo Shh (“sonic hedgehog”) (Berkovitz et al., 2004) e varios
membros da familia de fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), proteinas
Osseas, e proteinas da familia Wnt (Jernvall et al., 2000; Thesleff et al., 2001). Além
destes, Wang (2004) aponta o fator de necrose tumoral (TNF) como um sinalizador

importante.

Os fibroblastos sdo células de origem mesenquimal e sintetizam
componentes fibrilares e nao-fibrilares da matriz extracelular do tecido conjuntivo

(Carvalho, Collarez-Buzato, 2005).

Esta célula é reconhecida como uma célula versatil do tecido conjuntivo
devido a sua capacidade para se diferenciar em células de tecido cartilaginoso,
O0sseo, adiposo e muscular. Frente a essa diversidade, ha diferencas quanto a
caracteristicas morfoldgicas, especificidade na expressdo de receptores de
superficie celular e capacidade de renovacao celular. Tal diversidade faz com que
essas células constituem populacdes heterogéneas. As varias combinagdes entre os
componentes da matriz extracelular secretados e organizados pelos fibroblastos

presentes em diferentes sitios anatémicos, refletem a diversidade de fendtipos para
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atender as demandas funcionais. Assim, tais combinagdes atuam como fatores
microambientais e desempenham importante papel no desenvolvimento especifico
sugerindo entdo que cada 6rgao possui fibroblastos com caracteristicas fenotipicas

distintas (Carvalho, Collares-Buzato, 2005).

Particularmente, os fibroblastos pulpares possuem caracteristicas
peculiares se comparados aos fibroblastos de outros tecidos conjuntivos, pois além
da sintese e manutencao dos componentes da matriz extracelular, os fibroblastos
pulpares respondem a estimulos podendo diferenciar em células semelhantes a

odontoblastos (“odontoblast-like”) (Martinez, Araujo, 2004).

Ultraestruturalmente, os fibroblastos pulpares exibem em seu citoplasma
inumeras organelas de secregdo e sintese bastante desenvolvida caracterizando
sua capacidade de producao e renovacao dos elementos da matriz extracelular

(Martinez, 2000).

A matriz extracelular dos vertebrados desempenha um papel complexo na
regulacdo do comportamento das células com as quais faz contato, influenciando
seu desenvolvimento, migragao, proliferacdo, forma e funcdo. Na maioria dos
tecidos conjuntivos as macromoléculas da matriz sdo secretadas principalmente
pelos fibroblastos. Duas principais classes de macromoléculas extracelulares
produzem a matriz: glicosaminoglicanos (normalmente ligadas a uma proteina na
forma de proteoglicanos) e as proteinas fibrosas. As moléculas de proteoglicanos
formam uma substancia semelhante a um gel, altamente hidratada, na qual estédo
embebidas as fibras protéicas. Além disso, proporcionam resisténcia a forcas de
compressao na matriz e difusao rapida dos nutrientes, metabdlitos e dos hormébnios

entre 0 sangue e as células do tecido. As proteinas fibrosas fortalecem e auxiliam na
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organizacdo da matriz, proporcionando maior resisténcia e além de auxiliar as

células a aderirem em locais apropriados (Alberts, 2004).

A matriz extracelular da polpa dentaria € composta por uma variedade de
proteinas e polissacarideos que formam um arcabouco fisico para manutencao do
tecido pulpar e, especificamente envolvida na producdo e manutencdo da dentina
(Hillmann, Geurtsen, 1997; About et al., 2000). As principais classes de
macromoléculas que compdem a matriz extracelular da polpa dentaria sdo proteinas
colagénicas (colagenos tipos | e lll), proteinas nao colagénicas (fibronectina,
tenascina, osteonectina, sialoproteina, osteocalcina), proteoglicanas incluindo-se o
acido hialurénico, sulfato de condroitina e sulfato de heparana e fosfolipidios,
constituindo um gel caracteristico que embebe os elementos fibrilares e celulares

(Golberg, Lasfargues, 1995).

A matriz extracelular da polpa dentaria possui uma importante fungao na
morfologia embrionaria e diferenciagdo celular, além de proporcionar um leque
adicional de mecanismos morfogenéticos e funcionais para a formagao dos tecidos
dentarios (Thesleff et al., 1989; Chiquet-Ehrismann et al., 1995; Garcia et al., 2003;
Fukomoto, Yamada, 2005; Ferreira et al., 2006), bem como arcabougo para
manutencgao da integridade pulpar (Van Amerogen et al., 1983; Hillmann, Geurtsen,

1997).

O mecanismo de diferenciacado celular que envolve células pulpares em
células “odontoblast-like” ndo esta bem compreendido, porém, sabe-se que novas
células surgem apds ativagado de fatores de crescimento, ocorrendo entdo uma
grande variedade de atividades celulares tais como quimiotaxia, proliferagao,
diferenciagcado celulares (Arana-Chavez, Massa, 2004). Dentre os fatores de

crescimento importantes para essas funcdes celulares, tem sido descrito o papel do
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TGFB-1 e FGF2 como moléculas sinalizadoras da proliferagdo e diferenciagcéao
celulares (Smith et al., 2001; Smith, 2003; Nie et al., 2005), estando principalmente
associados a diferenciagcao de células mesenquimais indiferenciadas em células

“‘odontoblast-like” (Magloire et al., 2001; He et al., 2008).

Em polpas dentarias, o PDGFA tem sido relacionado como um importante
fator de crescimento requerido no desenvolvimento do ectomesénquima dentinario

nas fases iniciais da odontogénese (Stephenson et al., 1991).

2.2 Fator de transformacao do crescimento (TGFB-1)

A superfamilia dos TGFB-1 inclui varios fatores de crescimento
responsaveis pela diferenciacdo e morfogénese celular em diferentes células e
tecidos, tanto em condigdes fisioldgicas como patologicas, através de receptores de
superficie celular. Sao representadas pelas seguintes subfamilias: TGF- (-B1, - B2,
- B3, - B4, - B5); activinas e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs). Este fator tem
acao na resposta imune e reparadora em mamiferos através de eventos como
proliferagdo celular, quimiotaxia, sintese e degradagdo de matriz extracelular,

diferenciagao celular e apoptose (O'kane, Ferguson, 1997).

Trés isoformas de TGFB (-1, - B2, - B3) foram identificadas em
mamiferos, porém, a unica isoforma encontrada na dentina é TGFB-1 (Wisithphom,

Windsor, 2006).

O TGFB-1 é provavelmente secretado por células epiteliais induzindo
diferenciagdo mesenquimal nos estagios iniciais do desenvolvimento dentario

(Magloire et al.,, 2001), tendo importante papel na formagdo da dentina primaria



15

(Cam et al., 1990; D’'Souza et al., 1990; Vaahtokari et al., 1991; Finkelman, 1992;

Cassidy et al., 1997).

Nos tecidos dentarios adultos, o TGFB-1 pode regular a producédo da
matriz extracelular, proliferacdo celular e principalmente a diferenciacdo de células
pulpares em células “odontoblast-like” (Tziafas, 2001; Chan et al., 2005; Luisi et al.,
2007) desempenhando relevante papel no desenvolvimento dentario assim como
regulador da resposta do complexo dentina-polpa a agentes agressores (Palosaari

et al., 2000; Tjadeerhane et al., 2001; Wisithphroml, 2006; Luisi et al., 2007).

Sabe-se que o TGFB-1 induz a produgdo de colageno tipo | na zona
odontoblastica/subodontoblastica, por regular a diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em odontoblastos (Nakashima, 1992; Toyono et al.,
1997; Shiba et al., 1998; Tziafas et al., 1998; Sloan, Smith 1999, About, Mitsiadis,
2001; Tziafas, 2004.). Este processo de reparacdo pulpar, apos injuria tecidual e
formacado de dentina terciaria é influenciado também por proteinas presentes na

matriz extracelular.

Smith et al. (2001) relatam que os acidos provenientes do metabolismo
bacteriano da carie dentaria e EDTA solubilizam a matriz dentinaria liberando TGF[3-
1 que por sua vez sinaliza a diferenciacdo em “odontoblast-like” durante a

dentinogénese reparativa.

Além da importancia do TGFB-1 na regulacéo da diferenciagao de células
pulpares mesenquimais indiferenciadas em células “odontoblast-like”, este fator de
crescimento pode induzir in vitro estas células a se diferenciarem em miofibroblasto
dependendo do micro-ambiente ao qual estdo expostas, demonstrando assim a

versatilidade deste tipo celular (Martinez et al., 2007).
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Também tem sido descrito na literatura uma possivel agao do TGFB-1 em
promover o acumulo de células dendriticas na camada odontoblastica sugerindo a

sua importancia na resposta imunolégica na polpa dentaria (Farges et al., 2003).

2.3 Fator de Crescimento de Fibroblasto 2 (FGF2)

E uma familia de fatores de crescimento cujo peso molecular varia de 17
a 34 kDa e possui importante fungdo no desenvolvimento celular e tecidual,
sinalizando a jungao epitélio-mesenquimal através dos receptores celulares (Ornitz,

ltoh, 2001).

Até entdo foram identificados 22 genes de FGF no genoma humano,
incluindo o FGF-1 (FGF acido, aFGF), FGF-2 (FGF basico, bFGF), FGF-3 (INT-2),
FGF-4 (HST-1/K-FGF), FGF-5, FGF-6 (HST-2), FGF-7 (fator de crescimento de
queratinécito), FGF-8 (fator de crescimento andrégeno-indutor), e FGF-9 (fator
ativante glial), sendo o FGF-15 o dunico ainda ndo isolado em humanos

(Myoken,1997; Ornitz, Itoh, 2001; Yura et al., 2001; Grose, Dickson, 2005).

O FGF1 e FGF2 sao os fatores mais estudados, sendo encontrados em
células inflamatérias mononuclerares (linfocitos T e mastdcitos) (Presta et al., 2005),
bem como na matriz extracelular de varios tecidos (Myoken et al., 1997; Ornitz, Itoh,

2001).

O FGF2 é um fator de crescimento que induz a proliferacdo e
diferenciacdo de inumeras células tais como fibroblastos, células mioepiteliais,
endoteliais, tumorais, células mesenquimais indiferenciadas pulpares (“stem cells”)
(Allouche, Bikfalvi, 1996; Ornitz, Itoh, 2001), e estando expresso em fibroblastos

pulpares (Tran-Hung et al., 2006).
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O FGF2 tem sido relacionado com desenvolvimento de varios tipos
teciduais como, por exemplo, glandula salivar (Patel et al., 2006), além de estar
envolvido com acgado mitogénica e quimiotatica para células endoteliais induzindo a
expressdo de plasminogénio, colagenases e enzimas proteoliticas que mediam a

remodelacgao tecidual (Thomas, 1987).

Estudos ressaltam o importante papel do FGF2 na neovascularizacido de
tecidos lesados (Liebler et al., 1997; Gerwins et al., 2000; Tran-Hung et al., 2006). E
sabido que células endoteliais lesadas liberam moléculas sinalizadoras, dentre elas
o FGF2 que esta envolvido no processo inflamatério e na cicatrizacdo tecidual
(Martin, 1997; Tran-Hung et al.,, 2008) assim como no recrutamento de células

“odontoblast-like” para o local da injuria (Mathieu et al., 2005).

Através de estudo imunoistoquimico com dentes de rato, foi demonstrada
a presencga do FGF2, durante a odontogénese o qual se expressou tanto no érgéao
do esmalte como na papila dentaria indicando sua participacdo na proliferacdo e

diferenciagao de ameloblastos e odontoblastos (Cam et al., 1992).

Nakao et al. (2004) demonstraram que o FGF-2 é responsavel pela
diferenciacdo de células pulpares em odontoblastos e pela expressdo de

sialoproteina dentinaria (DSP) em polpas dentarias adultas.

O FGF2 é encontrado na dentina e parece induzir a migragdo e
proliferacdo de células endoteliais para a formagéao de tubulos dentinarios (Tziafas et

al., 2000).

2.4 Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF)

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é um dimero
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dissulfeto-ligado constituido de duas subunidades protéicas, a saber, cadeia —A e
cadeia —-B (Heldin, Westermark, 1990). O PDGF, nos seres humanos, esta
relacionado a dois genes distintos: PDGF-AA esta localizado no cromossomo 7
(Stenman et al., 1992) enquanto, PDGF-BB encontra-se no gene 22 (Dalla Favera et

al., 1982).

Este fator juntamente com seus receptores sdo importantes reguladores
da interagcdo entre tecidos controlando a migragdo, proliferagdo e manutencao
celular, bem como deposicao de matriz extracelular durante o desenvolvimento

embrionario dos mamiferos (Soriano, 1997; Chai et al., 1998; Hoch, Soriano, 2003).

Também é descrito na literatura que o PDGF esta intimamente associado
ao fator de crescimento vascular endotelial desempenhando importante fungdo na
regulacdo da angiogénese e hematopoiese (Hoch, Soriano, 2003; Andrae et al.,

2008).

O PDGF possui importante papel como sinalizador durante o
desenvolvimento embrionario assim como principal regulador da regeneragao dos

tecidos na vida adulta (Stephenson et al., 1991; Alberts et al., 2004; Xu et al., 2005).

Hu et al. (1995) em estudo, utilizando a técnica de imunoistoquimica,
mostraram a presenca de PDGF e seus receptores no desenvolvimento do tecido

dentario, sendo detectado tanto no 6rgao do esmalte como na papila dentaria.

Na dentina humana, o PDGF foi isolado em altas concentragdes (Roberts-
Clark, Smith, 2000) e em estudos realizados com polpas de dentes de ratos
demonstrou ser importante regulador da angiogénese no processo reparagao

tecidual (Kuraguchi et al., 1995). Também tem sido demonstrado importante fator de
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crescimento presente em polpas dentarias humanas de dentes tracionados

ortodonticamente estando relacionado com angiogénese (Derringer et al., 1996)

O PDGF é um dos principais fatores de crescimento encontrados no
tecido periodontal (Savafi et al.,, 2007) e possui potente efeito mitogénico e

quimiotatico sobre as células deste tecido (Berkovitz et al., 2004).
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo é avaliar a expressao in vitro, através da técnica
de imunofluorescéncia, do fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2), fator de
crescimento derivado de plaquetas A (PDGFA) e fator de transformacédo do
crescimento B-1 (TGFB-1) em fibroblastos cultivados a partir de polpas dentarias

humanas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens Celulares

As linhagens celulares de fibroblastos de polpa dentaria foram obtidas
através do cultivo primario de tecido pulpar de germes de terceiros molares em
estado inicial de formagao radicular através da técnica de explant pertencentes ao
Banco de Células do Laboratério de Cultivo Celular do Instituto e Centro de

Pesquisas Odontolégicas Sao Leopoldo Mandic (Campinas, SP).

Esses dentes foram extraidos, por indicagbes ortoddnticas e utilizados
para a pesquisa com o consentimento dos pacientes e aprovagao prévia do Comité
de Etica em Pesquisa para Humanos do Instituto e Centro de Pesquisas
Odontoldégicas Sao Leopoldo Mandic (protocolo n° 06/264 — Anexo A) e nao
apresentaram quaisquer implicagdes, sendao aquelas inerentes aos procedimentos

cirargicos.

4.2 Cultivo Celular

As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) suplementado com 10%
de soro de bezerro (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solugéo antibiotica-
antimicética (Sigma), sendo mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera umida

contendo 95% de ar e 5% de diéxido de carbono.

Para manutencao da viabilidade celular, todos os procedimentos foram
realizados em capela de fluxo laminar para manutencdo da esterilidade dos

materiais e das substancias utilizadas para o cultivo celular.
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A monitorizacdo do crescimento celular foi feita a cada 24 horas
utilizando-se de microscopio invertido de fase e a cada dois ou trés dias foi feita a

troca dos meios de cultivo dos frascos.

Ao atingirem a subconfluéncia (70% da area cultivavel do frasco) as
células foram subcultivadas. O meio de cultura do frasco foi removido e reservado
em tubo de centrifugacéo, e a monocamada celular lavada duas vezes com solugao
tampéao fosfato-salina sem calcio e sem magnésio (PBSA), pH 7,2. A seguir, as
células foram separadas com 2mL de solugéo de tripsina 0,25% (Sigma) durante 3
minutos, a temperatura de 37°C. A tripsina foi inativada com meio de cultura

anteriormente reservado e as células em suspensao transferidas para um tubo de

ensaio e centrifugadas a 2000rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

O precipitado de células resultante da centrifugacao foi ressuspenso em
1mL de DMEM fresco. Para perpetuacdo da linhagem celular dessas fragbes, as
suspensdes foram replaqueadas em frascos de 25cm? contendo 5mL de meio e
entdo mantidas a 37°C em atmosfera umida, procedimento este que originou as
novas passagens de cultura. Fragbes das culturas foram congeladas para manter

um estoque dessas linhagens.

As células na passagem 4 foram tripsinadas e transferidas para placa de
Petri de 35mm de didmetro contendo laminulas de vidro e foram incubadas em

estufa a 37°C em atmosfera umida para realizar as reagdes de imunofluorescéncia.
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4.3 Imunofluorescéncia

Os fibroblastos de polpa plaqueados nas laminulas de vidro foram fixados
em metanol a -20°C por 5 minutos. Para bloqueio da marcacio inespecifica, as
células foram incubadas em solugdo de leite desnatado 5% em BSA em solugéo
tampao fosfato salina (PBS) por 30 minutos em temperatura ambiente. Procedeu-se
entdo a incubacgao dos anticorpos primarios descritos na Tabela 1. As células foram
submetidas a marcacdo ao anticorpo anti-vimentina, proteina esta tipicamente
expressa em células de origem mesenquimal. Como controle negativo, as amostras
foram incubadas com imunoglobulina G diluida em PBS na mesma concentragéo

dos anticorpos primarios.

Todos os procedimentos descritos foram precedidos de lavagens em

PBS.

Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse biotinilado
(Southern Biotech Birmimgham, AL, USA) para células incubadas com vimentina, e
anti-coelho (Southern Biotech Birmimgham) para células incubadas com TGFf3-1,
PDGFA e FGF2, seguido da incubagao com o conjugado estreptavidina-fluoresceina

(Southern Biotech Birmimgham).

As montagens das laminulas sobre as laminas de vidro, foram realizadas
utilizando-se meio de montagem Vectashield® com DAPI (4 -6-diamidino-

2phenylindole) (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA).

As observagdes e fotomicrografias foram realizadas em microscépio
convencional de fluorescéncia (Carl Zeiss, Axioskop 2Plus) equipado com objetivas

20X e 40X e camara digital axio-cam (Carl Zeiss,Gottingen, Germany).
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Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados, hospedeiro, diluigao e procedéncia.

Anticorpo Hospedeiro Diluigao Procedéncia
Anti-FGF2 * coelho 1:50 *Santa Cruz
Anti-TGFB-1 * coelho 1:100 *Santa Cruz
Anti-PDGFA * coelho 1:50 *Santa Cruz
Anti-vimentina (clone V9)** camundongo 1:300 ** Dako

*Santa Cruz Biotechnology, Inc.Delaware,CA,EUA
**Dako, Carpinteria, CA, EUA
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5 RESULTADOS

Observamos diferentes padrbes de expressao das proteinas estudadas

nos fibroblastos pulpares humanos.

O FGF2 imunoexpressou-se no citoplasma das células estudadas,
focalmente, principalmente préximo aos limites da membrana citoplasmatica (figura 1

aeb).

O TGFB-1 esteve presente nas células estudadas, por todo citoplasma,

estando mais fortemente expresso em algumas regides focais (figura 2 a e b).

O PDGFA imunoexpressou-se em todo citoplasma das células estudadas

(figura 3 a e b).

Os fibroblastos pulpares foram imunoreativos para a vimentina, estando

disperso por todo citoplasma em forma de filamentos (figura 4 a e b).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram diferentes padroes de
imunoexpressao dos fatores de crescimento estudados em cultura celular de

fibroblastos pulpares.

A vimentina esteve presente nos fibroblastos pulpares humanos e é o
maior filamento intermediario presente em células fibroblasticas considerada um
dos mais insoluveis componentes do espaco intracelular. No citoplasma apresenta-
se formando uma rede de filamentos que colaboram com a manutengdao do

arcabougo celular (Lazarides,1980).

Todos os tipos celulares em condi¢des in vitro, independente do tecido de
origem, expressam a vimentina, sugerindo-se que este filamento intermediario
favorega o crescimento em cultura celular, uma vez que as células estao livres das
restricbes tridimensionais; como nos tecidos vivos (Lazarides, 1982; Quax et al.,
1983) apresentando uma fungao estrutural importante e manutengao da morfologia

celular.

Nos tecidos dentarios a vimentina encontra-se dispersa no citoplasma dos
odontoblastos (Lombardi et al., 1992) e dos fibroblastos da polpa e papila dentaria

(Moxham et al., 1998).

Estudos tém sugerido que a vimentina esteja relacionada com esforgos
mecanicos além de desenvolver papel importante na estrutura do citoesqueleto

celular (Moxham et al., 1998).

Os fibroblastos obtidos a partir da polpa dentaria foram cultivados e

mantidos em condi¢des in vitro, sem qualquer influéncia do meio. Descarta-se a
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possibilidade dessas células serem odontoblastos devido as préprias dificuldades
técnicas do cultivo deste tipo celular. Os odontoblastos sdo células pds-mitéticas
incapazes de proliferarem (Tjaderhane et al., 1998). Desta forma, as células
cultivadas in vitro da polpa de germe dentario humano representam células
fibroblaticas isto porque, a partir do cultivo primario, as células menos diferenciadas
e mais proliferativas € que se estabelecem e originam a linhagem celular (Freshney,

2005).

Nas diferentes fases da odontogénese, verifica-se a presenga de varios
fatores de crescimento sendo responsaveis pela diferenciacdo e morfogénese
dentaria (Berkovitz et al., 2004). Os fatores de crescimento sdo moléculas
sinalizadoras que desempenham um importante papel na interagao epitélio-

mesénquima (Smith et al., 2001; Smith, 2003; Unda et al., 2001).

Esta interacao epitélio-mesénquima € a base para o inicio da formacéao
dentaria, sendo responsavel pela sinalizacdo inicial bem como, a posterior
diferenciagdo do ameloblasto e odontoblasto e portanto, formagao de esmalte e

dentina(Berkovitz et al., 2004; Young et al., 2005).

No presente trabalho, os fibroblastos pulpares exibiram marcagao para o

FGF2.

Alguns estudos imunoistoquimicos relatam a presenga do FGF2
principalmente na membrana basal da interface epitélio-mesénquima assim como na
matriz extracelular da papila dentaria e reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte
(Berkowitz et al., 2004). Este fato sugere a possivel participacao deste fator de
crescimento na diferenciagcdo de ameloblastos e odontoblastos (Cam et al., 1992;

Unda et al., 2001).
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O FGF2 é secretado por odontoblastos e fibrobastos pulpares, e também
€ armazenado na matriz dentinaria (FinKelman et al., 1990; Tran-Hung et al., 2006),
bem como em células tronco obtidas de dente deciduos (Miura et al., 2003) Quando
ha dissolucdo da dentina devido a acdo dos acidos do metabolismo bacteriano, ha
liberacdo de varios fatores de crescimento, dentre os quias, o FGF2 tendo um papel
fundamental no processo de reparacgéao tecidual ( Bergenholtz, 1997; Mathieu et al.,

2005).

Além de estar envolvido no processo inflamatério (Martin, 1997; Tran-
Hung et al., 2008), o FGF2 esta relacionado com a diferenciagdo de células
mesenquimais indiferenciadas pulpares em células “odontoblast-like” e, formacao de
dentina terciaria (Nakao et al., 2004). Portanto, a expressdo deste fator de
crescimento nas células estudadas pode estar relacionada com o potencial das
mesmas em se diferenciarem em “odontoblast-like” dependo do estimulo aos quais

foram submetidas.

A polpa dentaria € um tecido altamente vascularizado, que uma vez
lesionado por um estimulo agressor, ocorre injuria das células endoteliais, que por
sua vez liberam fatores quimiotaticos e moléculas sinalizadoras que iniciam o
processo inflamatério necessario para o recrutamento de células progenitoras
fundamentais no processo cicatricial (Tedder et al., 1995; Martin,1997). O FGF2 esta
intimamente relacionado com a angiogénese e neovascularizagdo do tecido
traumatizado, estando associado aos tecidos pulpares com o processo de migragao
e proliferacdo de células endoteliais, resultando na formacado de dentina terciaria

(Derringer & Linden,2004).

Além do seu papel no processo de reparacao pulpar, o FGF2 atua como

agente mitogénico para células pulpares progenitoras (Nugent et al., 2000), ja tendo
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sido demonstrado o seu efeito na proliferacdo de células do tipo fibroblasto
(Gospodarowicz & Moran, 1975). Estes estudos explicam a expressao deste fator de

crescimento nas culturas celulares estudadas.

Na polpa dentaria adulta, os fatores de crescimento possuem importante
papel na vitalidade do tecido pulpar sendo responsaveis por sinalizar inUmeros
processos celulares apds injuria tecidual (Robets-Clark et al., 2000; Smith et al.,

2003; Huang et al., 2006).

Quando ocorre injuria pulpar, uma sequéncia de eventos celulares como
recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas, citodiferenciacdo e controle
da atividade secretora celular (Smith, 2003; Nie et al., 2006) ocorrem na polpa
dentaria. Assim, a dentina terciaria é secretada e depositada por células
“‘odontoblast-like” (Smith et al., 2001; Tziafas et al., 2001; Smith, 2003; Arana-

Chavez & Massa, 2004).

Apesar do mecanismo de diferenciacao celular que envolve células
pulpares em células “odontoblast-like” ndo estar bem compreendido, sabe-se que
novas células surgem apos ativacdo de fatores de crescimento, ocorrendo entdo
uma grande variedade de atividades celulares tais como quimiotaxia, proliferagao e

diferenciagao celular (Arana-Chavez & Massa, 2004).

O TGFB-1 é um outro fator de crescimento que esta intimamente
relacionado com a diferenciacdo e proliferacdo de células pulpares em células
“odontoblast-like” (Gronthos et al., 2000; Unda et al., 2001; Chan et al., 2004; Luisi et

al., 2007).

No presente estudo, observamos a expressdo do TGFB-1 nas culturas

celulares de fibroblastos pulpares.
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Além de estar relacionado com o processo de reparagao pulpar (O’Kane,
Ferguson, 1997; Rutheford, Gu, 2000; Chan et al., 2005), o TGFB-1 também induz a
migragdo de células dendriticas na camada odontoblatica e subodontoblastica
possuindo um importante papel imunossupressor (Magloire et al., 2001; Nie et al.,

2005).

O TGFB-1 e o FGF2 regulam a sintese da matriz extracelular durante a
diferenciagdo odontoblastica (Shiba et al., 2001), suprimindo a agdo da fosfatase
alcalina. Estudos demonstram que, enquanto o TGFB-1 aumenta a sintese de
osteonectina e fibronectiana, o FGF2 diminui a sintese de colageno do tipo | e
osteonectina nas células pulpares humanas (Shirakawa et al., 1994; Shiba et al.,

1995, 1998).

Portanto, a expressao deste fator de crescimento nas células estudadas,
assim como para o FGF2, pode estar relacionada com o potencial das células

pulpares em se diferenciarem em “odontoblast-like”.

No presente estudo, o PDGFA imunoexpressou-se em todas as culturas

de fibroblastos pulpares estudadas.

Este fator de crescimento possui uma importante fungédo na migragéo e
proliferacdo celulares, bem como na deposicdao da matriz extracelular durante a

organogénese (Soriano, 1997; Chai et al., 1998; Hoch, Sorano, 2003).

As células pulpares humanas expressam PDGFA (Tran-Hung et al., 2006)
estando também presente na dentina humana (Roberts-Clark & Smith, 2000),
demonstrando ser importante regulador da angiogénese no processo reparagao
tecidual (Kuraguchi et al., 1995), bem como estimulador da proliferacdo de

fibroblastos pulpares em cultura (Rutherford et al., 1992).
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A angiogénese é regulada por inumeros fatores inibitérios e estimulatérios
(Folkman, Klagbrun, 1987) importantes no processo de cicatrizagéo, resultando em
efeitos sinérgicos entre os mesmos. E relatado na literatura que o PDGFA e o TGFB-
1 podem agir simultaneamte na estimulacdo de fibroblastos a produzirem outros

fatores de crescimento, como o FGF2 (Goto et al., 1993).

E sabido que diversos fatores de crescimento podem estar presentes no
soro fetal bovino, podendo estimular a proliferacdo celular. O PDGFA, TGFB-1
(Lechner et al., 1981) e o FGF (Gospadarowicz, Moran, 1974) sao alguns dos
fatores presentes no soro (Freshney, 2005) e provavelmente, a agdo em conjunto
dos mesmos (Goto et al., 1993) pode ser responsavel pela expressao dos diferentes

fatores de crescimento nas culturas de fibroblastos pulpares estudados.

Além disso, estes fatores de crescimento (TGFB-1, FGF2 e PDGFA) estao
envolvidos com o processo angiogénico nas polpas dentarias em resposta ao
tracionamento ortodéntico e, portanto, processo inflamatério (Derringer & Linden,

2004).

Ainda, o PDGFA é um dos fatores de crescimento mais amplamente
encontrado nos tecidos periodontais com importante agcdo mitogénica relacionada
aos processos inflamatérios (Savafi et al., 2008). Por analogia aos fibroblastos
pulpares que possuem caracteristicas imunofenotipicas muito similares aos
fibroblastos do ligamento periodontal e por se assemelharem na resposta a
estimulos agressores se diferenciando em células formadoras de tecido
mineralizado (“‘cementoblast-like” ou “osteoblast-like”) (Martinez, Araujo, 2004),
podemos indicar, portanto a expressao no presente estudo, do PDGFA em

fibroblastos pulpares.



32

Concluindo, os achados do presente estudo demonstraram a presenca do
FGF2, TGFB-1 e PDGFA nas culturas de células de fibroblastos pulpares, com
diferentes padrées de imunomarcacdo, sendo importantes no metabolismo deste
tipo celular. No entanto, novos estudos se fazem necessarios para o melhor

entendimento da participagao destas proteinas na fisiologia do tecido pulpar.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que os fibroblastos
pulpares em cultura imunoexpressaram os fatores de crescimento estudados (FGF2,

TGFB-1 e PDGFA) exibindo diferentes padrées de marcacao.
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