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RESUMO

Cilios e flagelos sao normalmente encontrados na superficie livre da célula e
demonstram um padrdo microtubular "9+2". Um cilio incomum tem sido
identificado em algumas células e tecidos, onde normalmente nido sdo esperados.
Estes apresentam um padrdo microtublar "9+0", e nem sempre se encontram na
superficie livre das células.

Foi sugerido que a freqiiéncia de fibroblastos ciliados poderia estar
relacionada ao metabolismo. Para analisarmos esta suposicdo, a freqiiéncia de
fibroblastos ciliados foi determinada no ligamento periodontal do incisivo de rato
sob diferentes condi¢des funcionais de erupgao.

Foram utilizados quatorze ratos, Wistar, pesando 150-200g, foram usados,
sete ratos, tiveram seus incisivos inferiores esquerdos seccionados na altura da
papila gengival, com uma broca diamantada, a cada dois dias, por um periodo de 90
dias. Com esse procedimento o incisivo inferior esquerdo foi mantido desimpedido
(fora de oclusdo — hipofuncional), enquanto o incisivo direito permaneceu impedido
(em oclusdo — hiperfuncional). Os outros 7 animais foram mantidos em condi¢des
normais de erup¢cdao (normofuncional).

Os animais foram anestesiados com Ketamina (80mg /Kg) e Xylasina
(8mg/ Kg) e mortos por perfusdo intracardiaca de 2,5% de glutaraldeido em tampao

fosfato 0,IM pH 7,4 por 15 minutos.



As amostras de ligamento periodontal do incisivo foram fixadas em
glutaraldeido e incluidas em araldite. Secc¢des de (60-90 nm) foram coletadas em
grade ‘Single slot” (2mm x 0,5mm) cobertas com uma fina camada de Formvar e
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo.

Foram contados 600 fibroblastos por tecido em cada animal, totalizando 4200
células por tecido, no aumento de 16.000x ao microscopio eletronico de transmissao.
Todos os fibroblastos ciliados, encontrados foram fotografados no mesmo aumento.

Os cilios encontrados demonstraram um padrdo microtubular ‘9+0”
indicando que estes ndo estejam associados a motilidade.

Os resultados indicaram que a presenga dessa estrutura ndo estd associada a
atividade metabdlica dos tecidos analisados. Nao encontramos diferenca na
freqiiéncia de cilio entre as condi¢des de erupcdo do incisivo, porém sua ocorréncia
no ligamento periodontal foi significativamente alta. Assim, podemos sugerir uma

fungdo sensorial, transmitindo sinais do meio extracelular para o intracelular.



ABSTRACT

Cilia and flagella are generally located in the free surface of the cell and show
a microtubule pattern "9+2". An unusual cilia has been identified in some cells and
tissues, where they would not be expected. These cilium possess microtubule pattern
"9+0" and they are not necessarily found on free surface of the cells.

It has been suggested that frequency of ciliated fibroblasts could be related to
the metabolism. Analysing these suposition, the ciliated fibroblasts frequency was
determined in the periodontal ligament of the rat incisor under different functional
condictions of erupcion.

Fourteen rats Wistar weighting 150-200g had been used. Seven rats had its
left lower incisors trimmed to the gingival margin with a diamond-coated wheel to
eliminate occlusion with the opposite tooth, for 90 days.

The left lower incisor was kept (unimpeded teeth - hypofunctional) while the
right incisor remained (impeded - hiperfunctional). The others 7 animals had been
kept in normal conditions of eruption (normofunctional).

The animals were anaesthetized with Ketamine (80 mg/Kg) and Xylasine
(8 mg/Kg) and they were killed by an intracardiac perfusion of 2,5% glutaraldehyde
in 0,1M phosphate buffer pH 7,3 for 15min.

The samples of periodontal ligament of the incisor was been fixed in

glutaraldeyde and embedded in araldite. The sections (60-90 nm) were colleted on



single slot grids (2 mm x 0,5 mm) coated with a thin Formvar film and contrasted
with uranyl acetate and lead citrat.

The amount of 600 fibroblasts for tissue in each animal had been counted,
totalizing 4200 cells for tissue, in the magnification of 16.000x at the transmission
electron microscope of transmission (TEM). All ciliated fibroblasts found had been
photographed in the same magnification.

These cilium apresented a microtubule pattern ‘9+0” indicates that these are
not associated to motility function.

These results had indicated that the presence of this organele is not associated
to metabolical activity of the tissue analyzed. We did not find difference in the
frequency of cilia among the conditions of eruption of the incisor, however its
occurrence in the periodontal ligament was high. Thus, we can suggest a sensory

function, signaling from the extracellular to the intracellular spaces.
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1. INTRODUCAO

Cilios e Flagelos sdao estruturas encontrados na superficie de alguns
organismos unicelulares como protozodrios e em células eucaridticas, como os cilios
encontrados no epitélio da traquéia humana. Em células epiteliais sao processos
filiformes que se projetam em feixes paralelos a partir do 4pice dessas células,
medem cerca de 7-10 I m de corprimento € 0,2 T m de déametro, envolvidos por
uma evagina¢do da membrana plasmatica, atuam como remos, movendo fluido e
particulas nas vias respiratdrias.

Outras células, como os espermatozoéides, sdo propelidos por flagelos que
constituem a sua cauda, e de forma geral a funcdo de motilidade é desempenhada
por meio dos batimentos.

Cilios e flagelos constituem-se por 20 microtibulos formados por subnidades
protéicas conhecidas como @ e @tuouding eloraos de dineina, ligados por pontes
de nexinas dispostos em um par central e nove pares periféricos. A interagdo dessas
proteinas, resulta em um movimento que pode ter uma rapidez de 600 a 1300
batimentos por minuto.

Kohl et al., (2003), propuseram em seu estudo com o Trypanosoma bruceii,
que o tamanho dos flagelos poderia estar associado com o tamanho e com a forma
das células e, ao mesmo tempo, com o processo de divisao celular.

Para o autores, células que possuem um pequeno flagelo sdo menores, o que
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mostra uma relacdo direta entre o comprimento do flagelo e o tamanho da célula.
Em seu experimento, quando a formacdo de flagelo é completamente bloqueada,
observaram células pequenas, pois, perderam sua forma, sua polaridade e nado se
dividiriam.

A formacdo e a manutencdo dessas estruturas estariam associadas ao sistema
de transporte intraflagelar (IFT), bem caracterizado nas algas unicelulares
Chlamydomonas (Kozminski et al.,1993). Esse transporte € caracterizado por um
movimento rdpido de particulas de proteina ao longo dos microtibulos flagelar.
Para o autor todos os flagelos maduros sd@o submetidos ao turnover de proteinas o
que explica a importancia funcional desse transporte.

Bastin et al., (1999) citaram que uma série de proteinas, sdo sintetizadas
distantes de cilios e flagelos, e por estes ndo possuirem ribossomos, essas proteinas
estariam sujeitas a um transporte intraflagelar (IFT), que levam essas proteinas para
os cilios e flagelos para sua manutencao.

Os microtdbulos possuem funcdo organizacional em todas as células
eucaridticas, sdo tubos longos e relativamente rijos. Em uma célula animal tipica,
crescem a partir do centrossomo, estendendo-se para a periferia, criam um sistema
de trilhos no interior da célula sobre os quais vesiculas e outros componentes
celulares podem locomover-se, nos axdnios de neurdnios. Particularmente sio
destacados pela velocidade de Sum/s permitindo atravessarem uma distancia de 1

metro em aproximadamente 1 dia (Junqueira & Carneiro, 1990). Participam da
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formacao do fuso mitético e também podem formar cilios e flagelos, estruturas que
se destacam pelos seus movimentos ritmicos. O alinhamento e posicionamento do
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, depende dos microttibulos, por esse
motivo, quando uma célula € tratada com colchicina, seus microtibulos sdo
desagregados e observa-se uma drastica alteracdo na localizacdo dessas organelas
(Alberts et al., 1999).

Cilios em células que normalmente ndo os apresentam, foram descritos pela
primeira vez por Zimmerman, (1898) no tibulo renal do coelho e vesicula seminal
humana, desde entdo foram observados em diversos tecidos de aves e mamiferos.

Estes cilios foram observados em células [ das ilhotas de Langerhans de rato,
Munger (1958), em carcinoma renal de rato (Latta et al., 1961), pele humana
(Wilson & Mc Whorter, 1963), em tumor do cérebro humano (Schuster, 1964), no
baco de rato (Bari & Sorensen, 1965), em condrdcitos embriolégicos do radio de
rato (Scherft & Daems, 1967), em células da adenohipéfise de camundongo (Dahl,
1967; Dingemans, 1969), na musculatura cardiaca embriogénica de camundongos e
coelhos (Rash er al., 1969), em ostedcitos da calvaria fetal de ratos (Federman &
Nichols, 1974), em células do tabulo proximal e distal do néfron de rato (Webber &
Lee, 1975), em tumor benigno e maligno do nervo periférico (Park et al., 1988), e no
musculo liso do utero de rato (Goranova & Chaldakov, 1989).

A presenca dessas estruturas em fibroblastos tem sido relatada, em cultura de

células (Stubblefield & Brinkley, 1966; Wheatley, 1969, 1971, 1972; Archer &
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Wheatley, 1971), e em fibroblastos endometriais por Maraspin & Boccabella,
(1971), fibroblastos da polpa dos dentes caninos de cdes por Kubota, (1977),
fibroblastos do ligamento periodontal de incisivo de camundongo por Bertseen et
al., (1975) e mais recentemente em fibroblastos da derme, gengiva, periodonto
relacionado ao esmalte e ligamento peridontal de incisivo e molar de camundongo
por Barbosa, (1999); Barbosa et al., (2003).

Estes cilios s3o considerados andmalos, embora apresentem algumas
caracteristicas semelhantes aos cilios normais de padrdo microtubular ‘9+2”
geralmente ndo se encontram morfologicamente normais em relagdo aos
microtibulos que os compdem, além de serem encontrados na maioria das vezes de
forma solitaria. Kubota, (1977) descreveu o padrio ‘9+0” de microtibulos em
fibroblastos da polpa do canino de cdes e terceiro molar humano. Este padrdo foi
descrito também por outros autores, que demonstraram sua ocorréncia numa larga
variedade de células (Munger, 1958; Latta er al, 1961; Wilson & Mc Whorter,
1963; Schuster, 1964; Bari & Sorensen, 1965; Scherft & Daems, 1967; Dahl, 1967;
Dingemans, 1969; Rash et al., 1969; Federman & Nichols, 1974; Kubota, 1977;
Tucker, et al., 1983; Barbosa, 1999; Barbosa et al., 2003).

Sorokin, (1968), comparando o processo de ciliogénese do cilio ‘9+0” com
os cilios ‘942" nas microvilosidades de traquéia e bronquios pulmonares, nao
encontrou diferencas, porém, observou que no epitélio fetal de rato o

desenvolvimento do cilio ‘O+0” ou ‘Solitdrio” ocorreu antes da formagdo das

14



microvilosidades, e por esse motivo poderia também ser chamado de cilio
“primario”.

Pouco € conhecido a respeito de seu desenvolvimento e sua significancia
funcional, que € apenas especulativa, assim a fung¢do desses cilios permanece
desconhecida, embora tenha sido consideradas algumas hipdteses, como a de
terem: 1- Fun¢do sensorial (Zimmermam, 1898; Barnes, 1961; Sorokin, 1962);
2- Quimiorreceptora (Munger, 1958); 3- serem um resto evolutivo (Latta et al.,
1961); 4- uma estrutura rudimentar sem qualquer finalidade (Bari & Sorensen, 1965;
Overton, 1965; Dahl, 1967); 5- ou apenas serem um produto acidental (Zeigel,
1962).

Beertsen et al., (1974) relataram que os fibroblastos do ligamento periodontal
relacionado ao dente em incisivos de rato, migram durante 0 movimento eruptivo,
enquanto os fibroblastos do ligamento que estdo relacionados ao osso alveolar,
permanecem estaciondrios. Esses mesmos autores, em 1975, analisaram o ligamento
periodontal relacionado ao dente e ao 0sso, pois suspeitavam que essa estrutura
poderia estar envolvida no movimento eruptivo do dente. A estimativa do nimero
real de fibroblastos ciliados encontrado por eles foi de 70%, embora, ndo houvesse
diferenca na quantidade de fibroblastos ciliados no ligamento periodontal
relacionado ao dente e ao osso alveolar, o que indicou que essas estruturas nao
estariam envolvidas na locomocao da célula.

Em nosso trabalho publicado em 2003 (Barbosa, et al., 2003), fruto da tese de
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mestrado, realizamos uma quantificacdo dessa estrutura em diferentes tecidos
conjuntivos do camundongo (derme, gengiva, periodonto relacionado ao esmalte e
ligamento periodontal do incisivo e molar) e encontramos uma relacdo entre a
freqiiéncia e o metabolismo dos tecidos estudados.

Foi obtido, como resultado, que tecidos de maior metabolismo como o
ligamento periodontal do incisivo e molares foram os que apresentaram maior
nimero de fibroblastos ciliados, enquanto a gengiva ocupou posi¢ao intermedidria e
a derme que apresenta menor atividade metabdlica, foi a que apresentou menor
quantidade de fibroblastos ciliados. Diferencas no metabolismo do coldgeno entre os
fibroblastos dos diferentes tecidos conjuntivos, foram descritas por Sodek, (1977), e
mostrou que sdo maiores no ligamento periodontal do incisivo e dos molares e
menor na derme, ficando a gengiva em posi¢ao intermedidria.

Neste estudo, planejamos entdo determinar a freqiiéncia de fibroblastos
ciliados em um mesmo tecido que pudéssemos alterar a taxa metabdlica. Uma das
razdes por decidirmos utilizar o ligamento periodontal do incisivo de rato, é por ser
um dente de erupcdo continua, e podermos alterar a taxa de erupcdo por inducdo
quimica como o uso de drogas ou hormoOnios, ou por meios mecanicos como a
desoclusdao que acelera a velocidade de erup¢do ou fixacdo do dente ao osso que
paralisa a erupg¢do. Para esse estudo, o procedimento empregado foi o mecanico por
desoclusado dos dentes. Neste caso, tivemos um dente em hipofuncio, e a velocidade

de erup¢do dobrada para 900 um / dia contra os 450 um /dia (Michaeli & Weinreb,
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1968) nos dentes com erup¢do normal ou mesmo hiperfun¢do, no caso dos
contralaterais.

Nos incisivos com a taxa de erupc¢do acelerada (hipofuncional), alguns
autores descrevem que o aumento no processo eruptivo se deve ao aumento na
producao celular do ligamento periodontal (Zajicek, 1974) e o aumento na densidade
celular (Michaeli et al., 1986 ¢ 1994).

Beertsen & Everts, (1977) encontraram também uma diminui¢do de coldgeno
extracelular do ligamento periodontal do incisivo hipofuncional em relacido ao seu
contralateral hiperfuncional. Trabalhos bioquimicos mostraram que no ligamento
periodontal do incisivo hipofuncional, aumenta o teor de proteinas ndo coldgenas
(Van den Bos & Tonino, 1984) e glicosaminoglicanas sulfatadas (Kirkham et al,
1993), indicando um aumento na atividade metabdlica do tecido.

E a outra razdo por escolhermos o ligamento periodontal do incisivo de rato,
foi por ele estar confinado em uma pequena area entre o dente e o osso alveolar, e
pelos fibroblastos estarem bem orientados em uma sé dire¢do, facilitando o estudo
em microscopia eletronica de transmissdo, no sentido de obtermos cortes no mesmo

plano.
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2. MATERIAL E METODOS

Quatorze ratos macho, Wistar, pesando 150-200g, foram utilizados, 7 animais
selecionados tiveram seus incisivos inferiores esquerdos seccionados na altura da
papila gengival a cada dois dias com a utilizacdo de uma broca diamantada em alta
rotacdo, por um periodo de 90 dias.

Esse procedimento manteve o incisivo inferior esquerdo desimpedido (fora de
oclusdo-hipofuncional) enquanto o incisivo direito permaneceu impedido (em
oclusdo-hiperfuncional) os outros 7 animais foram mantidos em condi¢do normal de
erup¢ao (normofuncional).

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (80 mg/Kg) e Xylasina
(8 mg/Kg), (Francotar e Verbaxyl, Virbac, Brasil), via intramuscular e perfundidos
via intracardiaca, no ventriculo esquerdo utilizando o fixador (Karnovsky, 1965)
durante 15 minutos.

As mandibulas foram removidas, dissecadas e separadas em hemimandibulas
e imersas no mesmo fixador por mais 3 horas a temperatura ambiente.

Em seguida as pecas foram descalcificadas em EDTA a 5% em tampao
fosfato 0,1M e pH 7,4 a temperatura ambiente, por um periodo de 55 dias, com
trocas didrias.

Ap6s a desmineralizacdo, cada hemimandibula foi subdividida em 3

segmentos transversais iguais, na regido, correspondente ao 1° molar. (Fig.1)
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Fig. 1 - Esquema do segmento transversal ao corpo da
mandibula correspondente ao primeiro molar.

A- ligamento periodontal do incisivo

As amostras foram pdés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato
0,1IM e pH 7,4 por 3 horas, lavadas em tampao fosfato 0,1M, desidratadas com
acetona e incluidas em araldite.

Cortes de 1um de espessura foram obtidos, corados com azul de toluidina e
usados para orienta¢ao na execug¢ao dos cortes ultrafinos.

Em seguida, foram feitos cortes ultrafinos (60 a 90 nm) no ultramicrétomo
MT 2C e foram coletados em grade de furo unico (single slot 2 x 0,5mm), cobertas
com fina camada de Formvar.

Cada grade recebeu um corte com um distanciamento de 10 wm entre um e
outro evitando-se assim que fosse feita a contagem dos cilios de um mesmo corte.

Estes foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo.
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No aumento de 16.000x no microscopio eletronico de transmissio EM 10
Zeiss, foram contados 200 fibroblastos por amostra, somando 600 fibroblastos por
animal e totalizando 4.200 células por tecido.

Todas as células em que foram identificados cilios, corpuisculos basais e
centriolos foram fotografadas no mesmo aumento acima citado. Como na
microscopia eletrOnica, os cortes sdo extremamente finos, ndo podemos afirmar que
uma célula observada ndo apresente cilio apenas porque nado sdo vistos. O cilio pode
estar em outro plano de corte. Por isso, além do cdlculo de porcentagem por meio da
contagem de células, que apresentavam cilio e células que ndo os apresentavam,
realizamos também calculos estimativos do numero real de fibroblastos ciliados,
como fizeram alguns autores (Beertsen et al., 1975; Archer & Wheatley, 1971 e
Wheatley, 1971 e 1972). Assim, além do nimero de cilios, foram também contados
o nimero de corpusculos basais, centriolos e os pares: corpusculo basal-centriolo e
centriolo-centriolo. Foram também contados os corpusculos basais e centriolos
cortados longitudinalmente além dos corpusculos basais associados ou ndo com
cilios.

Para obtermos os célculos estimativos do nimero real de fibroblastos ciliados
no ligamento periodontal nas diferentes condi¢des de erupgdo, utilizamos as

seguintes formulas segundo alguns autores:
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. Beertsen et al., (1975)

Numero de pares de corpisculo basal

e centriolo 4100 = %

Numero de pares de centriolo +
Numero de pares de corpusculo basal
e centriolo

. Archer & Wheatley, (1971) e Wheatley, (1972)

Numero de cilio + corptisculo basal 100 =%

Complexo centriolar

] Wheatley, (1971)

Corpusculo basal com cilio

x100 =%
Corpusculo basal e centriolo

em cortes longitudinais

Corpusculo basal com cilio +

Corpusculo basal sem cilio X100 = %

Corpusculo basal e centriolo
em cortes longitudinais

Os resultados dos indices, acima relacionados, foram analisados
estatisticamente pela andlise de variancia, teste de comparacdo de multiplas médias
de Tukey. Os intervalos de confianca foram estabelecidos com nivel de significancia

de 5%.
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3. RESULTADOS

As caracteristicas ultraestruturais do cilio primério foram similares as
descritas pela maioria dos autores, solitario e dependendo da sec¢do, associado ao
corpusculo basal (Figs. 2 e 3) e diplossomos (Figs. 4 e 5), e acompanhados pela
invaginacdo da membrana plasmadtica (Figs. 3, 5,6, 7 e 8) .

Cilios que foram cortados longitudinalmente, quase sempre estavam na
superficie da célula, projetando-se para o meio extracelular (Figs. 2, 4, 6 e 7) ou
inseridos no citoplasma (Figs. 3, 5 e 8). Esses ndo apresentavam caracteristicas
ultraestruturais normais em relac@o aos descritos na literatura como funcionais.

As caracteristicas ultraestruturais dos fibroblastos ciliados e cilios analisados,
aparentemente nao foram diferentes em relacdo as condicdes funcionais a que o
ligamento periodontal foi submetido.

A maioria desses cilios foi encontrada préxima ao nucleo e seu comprimento

foi diverso. (Figs. 2, 3,4, 5, 6,7 e 8).

22



Fig. 2 - Eletromicrografia de um cilio
projetando-se para o meio extracelular,

evidenciando fibras coldgenas  cortadas

rFC). O

acompanhado pelo corpisculo basal e

transversalmente cilio esta

encontra-se proximo ao nucleo da célula.
Note que o citoplasma do fibroblasto ¢é
constituido pelo Complexo de Golgi (G),
Reticulo endoplasmético Rugoso (RER),
mitocondria (M) e microtibulos bem
desenvolvidos, compondo a coluna ciliar

(—). Barra = 0,28 um.

23

Fig. 3 — Cilio primdrio intracitoplasmatico
préximo ao nidcleo e a invaginagdo da
membrana plasmdtica (—). Note a presenca
de muitos microtibulos ( e) dispostos no
citoplasma e o ‘pé-basal” ou ‘%satélite” ( S)
formado por microtibulos que se estendem

do corpuisculo basal e compdem a coluna

ciliar (e ). Barra=0,28 um.



Fig. 4 — Cilio primdrio extracitoplasmatico,

onde se observa a presenca de fibrilas
coldgenas (FC) e fibras oxitalanicas (FO),
estd acompanhado pelo corpusculo basal e
seu diplossomo que € fracamente
evidenciado pela posi¢do do corte ( — ).

Barra = 0,28 um.
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Fig. 5 — Cilio cortado longitudinalmente,

acompanhado  pela invaginacdo da
membrana plasmdtica (—) localizado no
citoplasma de uma célula, préximo ao
nucleo e membrana plasmética.
Encontram-se microtibulos (e ) dispersos
no citoplasma e ‘pé-basal” ou ‘satélites”
(S). Note a presenca de centriolo ( V).

Barra = 0,28 um.



Fig. 6 — Cilio longitudinal emergindo para

o meio extracelular, apresentando uma
pequena coluna ciliar. Observe a
invagina¢do da membrana plasmadtica (—).

Barra = 0,28 pm.
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Fig. 7 — Cilio projetando-se em dire¢do ao
compartimento extracelular, de tamanho
reduzido, acompanhado pela invaginag¢do da
membrana plasmética (—) e um discreto

corpusculo basal (e ). Barra = 0,28 um.
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Fig. 8 — Cilio cortado dbliqﬁanﬁente a0 seu

eixo, emergindo de uma evaginacdo da
membrana plasmaética (—).
Barra = 0,28 pum.

Nas secgOes transversais, observamos com maior freqiiéncia o padrao
microtubular ‘9+0” (Figs. 9, 10 e 11a), e algumas vezes, constatamos a presenca de
cilios com arranjo microtubular variado como: ‘8+27, ‘6+27, ‘7+2”, ‘4+0”,
(Fig. 11b, c, d, e h), outros se apresentavam irregulares por ndo possuirem um dos
microtibulos que compdem a dupla periférica (Fig. 11 f, g ).

Foram observados um grande nimero de microtubulos que se encontravam
compondo a coluna ciliar (Figs. 2 e 3) ou préximos ao corpusculo basal, inseridos

no citoplasma (Figs. 5, 9 10).
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Figs. 9 e 10 — Cilios primdrios em corte transversal, de um

fibroblasto, apresentando o arranjo microtubular de nove
duplas periféricas e nenhuma central, ‘9+0” (—). O
citoplasma estd constituido por mitocondrias (M), e Reticulo
Endoplasmdtico Rugoso (RER). Nota-se grande quantidade
de microtibulos (e ) orientados paralelamente ao cilio.

Barra = 0,28 um.
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Fig. 11a — Cilio primdrio de arranjo ‘9+0”, note a dupla de microtibulos

(—) que tende a movimentar-se da posicdo periférica para a posi¢do
central. b — Seccdo transversal de um cilio ‘8+2”. ¢ -d-e — Cortes em varias
posicdes ao longo da coluna ciliar, cada vez mais préximos a ponta do

cilio. Barra = 0,28 um
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11f-g — Padrdao microtubular irregular, por apresentarem um microtibulo da
dupla periférica ausente (—). h — Arranjo microtubular irregular ‘8+2”.

Barra = 0,28 pum.

Os corptisculos basais observados, foram assim identificados por localizarem-
se na base do cilio, (Figs. 2, 3, 4 e 5) serem constituidos por 9 duplas de
microtibulos periféricos, por estarem acompanhados de uma vesicula ciliar
(Figs. 12 e 13) ou emergindo acoplados a membrana plasmdtica da célula
( Fig. 14).

Em algumas sec¢des longitudinais, foram encontradas, projecdes descritas
como ‘pés -basais” ou ‘Satélites” (Figs. 3 € 5). Eram unicas, e possuiam forma de
cunha, com a sua por¢do mais larga em juncdo com o corpisculo basal. Estas

projecoes ndo foram encontradas em secgdes transversais.
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Fig. 12 - Corptisculo basal acompanhado

pela vesicula ciliar (—). Note o citoplasma

constituido por nidcleo (N), Complexo de

Golgi (G). Barra=0,28 um.
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Fig. 13 — Vesicula ciliar envolvendo o
corpusculo basal que constitui o diplossomo
disposto em corte tangencial (—).

Barra = 0,28 um.



Fig. 14 — Corpusculo basal associado a
membrana plasmética (—) da célula préximo ao

nucleo (N). Barra = 0,28 um.

Centriolos foram seccionados longitudinalmente (Figs. 5, 15 e 16)
transversalmente (Fig. 18) e diagonalmente (Figs. 13 e 17) mostrando-se individuais
ou em duplas que dispdem-se paralelamente ou formando angulo reto um em relacao
ao outro (Figs. 15,16 e 17).

A raiz do centriolo encontrada, foi representada por estriacoes (Figs. 15 e 17)
e sugerem uma associacdo estrutural do cilio por meio do centriolo, com o

complexo de Golgi.
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Fig. 15 - Seccdo longitudinal de um centriolo

acompanhado por raiz (—).

Barra = 0,28 um.

32

Fig. 16 — Par de centriolos seccionados

longitudinalmente dispostos paralelamente
em relacdo ao outro. (—).

Barra = 0,28 pum.
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Fig. 17 — Par de centriolos seccionados
tangencialmente, dispostos em angulo reto,
acompanhados pelos microtibulos no
citoplasma (e) e pela raiz, e suas
estriacoes (—).

Barra = 0,28 um.
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Fig. 18 — Centriolo em seccdo transversal,
evidenciando o arranjo de nove grupos de
trés microtibulos periféricos (—). Observe a
presenca de microtibulos no citoplasma do
fibroblasto ( e ).
Barra = 0,28 um.



Estes centriolos foram constituidos por 9 grupos de trés microtibulos
periféricos dispostos em anel (Fig. 18).Todos os cilios observados foram do tipo
solitario, embora alguns autores citaram a existéncia de células biciliadas.

O ndmero de estruturas contadas por tecido estd demonstrado na Tabela 1, e
as respectivas freqiiéncias porcentuais, sdo demonstradas respectivamente na
tabela 2.

Estes resultados indicaram que ndo houve diferenca significativa na
freqiiéncia de fibroblastos ciliados entre as condi¢des funcionais de erup¢do a que o

ligamento periodontal do incisivo de rato foi submetido.
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Talela 1. Numero de estruturas celulares no ligamento periodontal dos incisivos inferiores de rato

submetido as condi¢des de hiperfungao, hipofuncio e normal. (n= 7).

A B C D E F G H
CONDICAO COMPLEXO CORPUSCULO CILIO PARDE PARDE, CORPUSCULO CORPUSCULO CORPUSCULO
DE  CENTRIOLAR BASAL CORPUSCULO CENTRIOLO BASAL E BASAL BASAL
ERUPCAO BASAL- CENTRIOLO C/ ciLio S/ CILIO
CENTRIOLO LONGITUDINAL
HIPER 255 26 113 18,0 16,0 66 15 26
HIPO 293 19 121 16,0 22,0 59 20 19
NORMO 268 1 121 14,5 13,5 59 21 11

Tabela 2. Freqiiéncia e cdlculos estimativos, em (%) do nimero real de fibroblastos ciliados do
ligamento periodontal dos incisivos inferiores de rato submetidos as condicdes de hiperfungio,

hipofuncio e normal.

FREQUENCIA CALCULOS ESTIMATIVOS
CONDICAO  CiLIO BEERTSEN (1975) ARCHER & WHEATLEY (1971) WHEATLEY (1971) WHEATLEY (1971)
DE WHEATLEY (1972)

ERUPCAO D/E +D.100 C+B/A.100 G/F.100 G+H/F.100
HIPER 2,8 53,0 54,5 22,0 62,0
HIPO 33 42,0 48,0 34,0 66,0
NORMO 33 52,0 49,0 36,0 54,0
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4. DISCUSSAO

Cilios sdo estruturas anteriormente encontradas apenas em algumas células,
como protozodrios, onde possuem funcdo de captar particulas de alimento e
locomocdo, em seres humanos, localizam-se em tecidos como: traquéia e bronquios,
onde executam a fun¢do de movimentar o fluido sobre a superficie celular, nas tubas
uterinas € no epididimo sdo responsdveis por propelir células isoladas, por meio de
um fluido. (Gibbons, 1971; Bretscher, 1983; Alberts et al., 1999).

Estes cilios e flagelos eucaridticos, descritos como dotados de motilidade,
sao acompanhados do padrdao microtubular ‘9+2”, projetam -se na superficie celular,
onde desempenham seus movimentos em forma de ‘onda” ou ‘chicotada” (Sorokin,
1968; Alberts et al., 1999).

Em estudos do movimento ciliar, foram encontradas células alteradas
geneticamente, com diversas defici€éncias na estrutura do axonema. Do ponto de
vista médico, estes estudos t€ém grande significado, no que se relaciona a Sindrome
de Kartagener, caracterizada por apresentar espermatozoides imoéveis, bronquite
cronica e sinusite, e t€ém sido demonstrado que essa sindrome é resultado de uma
mutacdo envolvendo bracos de dineina, proteina que faz parte do axonema.

Esse fendmeno da imotilidade, € caracterizado por defeitos geneticamente
determinados, especificos, que inclui a falta de dineina, prejudicando assim a
movimentacdo ciliar, que pode levar a infertilidade masculina e causar doencas

respiratdrias (Lazarides & Revel, 1979).
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A presenca de um tipo ciliar descrito como ‘primério” ou ‘Solitdrio”, por
muitos autores e neste trabalho, confirma que a capacidade de formacao de cilio é
comum a todas as células (Stubblefield & Brinkley, 1966).

Tucker et al, (1983) citaram em seu trabalho que todas as células de
mamiferos poderiam dar origem a cilios a partir de seu centriolo.

Ha hipéteses de que os cilios solitdrios estariam distribuidos em todos os
tecidos, células maduras e neoplasicas, tendo como excec¢do, apenas o tecido
sanguineo (Munger, 1958; Rash et al., 1969), ou linféides e mieldide, hepatdcitos
(Wheatley et al.,, 1996) e células de origem epitelial que, normalmente expressam
cilio ‘9+2” (Wheatley, 1995).

Algumas anormalidades como a degeneracdo da retina e doencas que causam
cegueira em seres humanos citadas por Bastin et al., (1999) e doenca policistica
caracterizada pela presenca de cilios imdveis no rim e degeneragdo retinal como nas
Sindromes Sénior, Jeune & Badet citadas por Afzelius, (1979); Moyer et al., (1994)
e Barr & Sterberg, (1999), tém sido associadas a deficiéncias em proteinas motoras
do transporte intraflagelar (IFT), que é um sistema no qual grandes complexos de
proteinas, chamadas de particulas do transporte intraflagelar, sao transportados entre
a membrana flagelar e os microtibulos de cilios e flagelos. Este processo de
transporte depende de microtibulos, que sdo provavelmente essenciais para a
manutencdo de flagelos moveis e cilios iméveis (Cole et al., 1998).

Os cilios solitarios diferem-se dos presentes nas células epiteliais pela
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quantidade (mais de 1 bilhdo / cm®, em células que revestem o trato respiratério
humano), (Alberts et al., 1999), e pelo comprimento que estes apresentam, 7 a 10 1
por 0,2 U, enquanto os cilios solitarios possuem 2u x 0,25u, (Wilson & Mc
Whorter, 1963), e ndo estdo necessariamente no apice celular.

A variagdo do padrao microtubular encontrada em nosso trabalho foi também
descrito na polpa dental por Kubota, (1977), que associou o padrao a origem da
célula. Células epiteliais apresentariam o padrdo microtubular ‘9+2”, enquanto as
mesenquimais poderiam apresentar-se com padrdes variados (7+2; 94+0; 8+1; 8+0;
7+1; 7+0).

Observamos que nos fibroblastos do ligamento periodontal do incisivo de
rato, que € um tecido de origem ectomesenquimal, a maioria dos cilios apresentava
um padrio diplossomal ‘O+0”, e geralmente, apenas um por célula, como relata
Barnes, (1961) em células da hipdfise do camundongo, embora, alguns autores
afirmam, que podem ser encontrados mais de um em uma unica célula (Bari &
Sorensen, 1965), em células da hipdéfise do rato.

Essas irregularidades no padrao microtubular foram observadas também por
Satir, (1965) em branquias de mexilhdes que normalmente possuem um padrio
microtubular ‘9+2”, demonstrando que o padrdo irregular de microtibulos pode
estar presente também em cilios normais se forem cortados préximos a sua
extremidade apical, admitindo também, que em algumas espécies, os filamentos

centrais poderiam terminar antes dos filamentos periféricos, explicando, portanto, a
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auséncia do par central.

Nao foi encontrado cilio ‘9+0” nas células em mitose (Stubblefield &
Brinkley, 1966; Rash et al, 1969; Dingemans, 1969; Wheatley, 1971),
provavelmente porque, os centriolos estariam atuando no processo de formacao do
fuso mitético durante a divisao celular e como ddo origem aos corpusculos basais e
conseqiientemente aos cilios, ndo poderiam estar se expressando simultaneamente,
por isso a determinag¢do da multiplicacdo celular poderia ser medida pela freqiiéncia
ciliar segundo Dingemans (1969).

Estruturas como ‘raizes” e ‘pés basais” ou ‘Satélites” sdo descritas em cilios
funcionais de padrdo ‘O+2” porém, foram presentes em nossas observagoes.

Os “pés-basais” ou ‘%satélites”, segundo Boisvieux -Ulrich et al., (1990),
estudando células do oviduto, citam que poderiam coordenar o0 movimento do cilio,
pelo rearranjo ou rotagdo do corpuisculo basal, em alguma dire¢do.

Chailley et al., (1989) propuseram que estas estruturas, estejam envolvidas
com a coordenacdo do movimento do cilio, oferecendo resisténcia e suporte na
contracdo do cilio na borda ciliada do oviduto.

No cilio primério, as ‘taizes” estariam envolvidas numa relacdo estrutural
entre o cilio primdrio e o complexo de Golgi, para Tenkova & Chaldakov, (1988),
essa relacdo facilitaria a secre¢do, como a producdo de humor aquoso pelos
fibroblastos do estroma no olho de coelho.

Poole et al., (1997), relataram que, em cultura, a relagdo entre essas estruturas

39



com células do tecido conjuntivo € extremamente importante para determinar a
polaridade da secrecdo de macromoléculas para a matriz. Estudos radioautogréficos
e imunohistoquimicos desses mesmos autores indicaram que o agrecan recentemente
sintetizado pelos condrdcitos, células que também apresentam cilio primdrio, é
secretado e seqliestrado, em regides preferenciais do microambiente pericelular.

Enquanto um papel para o cilio primdrio na orientagcdo e dire¢cdo na migracao
em cultura de células tem sido proposto (Albrecht-Buehler & Bushnell, 1979), seu
potencial envolvimento em func¢des sensoriais vem sendo reconhecido (Poole et al.,
1985; Roth et al., 1988; Schwartz et al., 1997; Wheatley, 1995; Wiederhold, 1976).

Os fibroblastos do ligamento periodontal de incisivo de rato, migram durante
0 movimento eruptivo, e estdo orientados perpendicularmente ao dente e
paralelamente as fibras coldgenas produzidas por eles. Apesar de ndo encontrarmos
diferencas na freqiiéncia de cilios, nas diferentes condi¢des funcionais a que o
ligamento periodontal foi submetido, sua ocorréncia nesse tecido ¢é
significativamente alta, cerca de 61% observado por nds no rato, e 70% por Beertsen
et al., (1975) no camundongo, assim talvez pudéssemos especular relacionando as
fungdes sensoriais para a organizacdao do ligamento periodontal, com a freqiiéncia
de cilios primdrios. O cilio poderia estar funcionando como uma ‘antena”
transmitindo sinais do meio extracelular para o interior da célula.

Como a fung¢do de movimentacdo do cilio primdrio, € pouco provével, em

virtude das caracteristicas ultraestruturais que apresentam no ligamento periodontal,
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podemos acreditar que ‘Satélites” ou ‘pés -basais” e ‘raizes” possam facilitar a
execucdo da funcdo sensorial, como a recep¢do de informacdes necessdrias. Nos
fibroblastos ciliados do ligamento periodontal essas estruturas também foram vistas.

Os cilios solitdrios poderiam participar de um mecanismo de armazenamento
de célcio, visto que a diminuicdo da concentracdo dessa substincia teria causado o
encurtamento no tamanho dos cilios primdrios, descritos por Tucker et al., (1983) e
Parker & Quarmby, (2003).

Em nosso trabalho, apesar de ndo ser nosso objetivo principal, nao
encontramos nenhuma modificagcdo ultraestrutural aparente no cilio ou nas células,
nas diferentes condicdes de erupcdo a que o ligamento periodontal foi submetido,
porém Tyler et al., (2001) estudando o ciclo de vida do Trypanosoma bruceii, que é
um parasita, causador de doengas, associou a forma e o tamanho da célula, as
mudancas do tamanho do flagelo, assim células com flagelos mais curtos quando
passavam pela divisdo celular, dariam origem a células menores, porém no caso
desse protozodrio, esse comportamento poderia ocorrer devido a necessidade
adaptativa, uma vez que alteram o ciclo vital entre o hospedeiro que é o homem e o
vetor que € o inseto. O autor cita também que o cilio poderia estar associado a
citoquinese, pois observaram que o estrangulamento do citoplasma ocorre onde o
cilio estd localizado.

As diferengas nos tamanhos dos cilios foram relacionadas ao processo de

divisdo celular e estagio de desenvolvimento ciliar. Indicando um mecanismo rapido
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de montagem e reabsor¢do dos cilios. Cilio primdrio € sempre perdido por
reabsor¢do quando a célula entra em mitose, mas aparece novamente tao logo apos,
na fase G1 do ciclo celular.

Nesse presente estudo, foram quantificados os fibroblastos ciliados no
ligamento periodontal do incisivo de ratos nas condi¢des de erupg¢ao hiper, hipo e
normofuncional, estabelecendo-se uma andlise comparativa em relagdo as condi¢oes
de erupcdo. Assim apds a coleta dos dados, foram comparadas as médias dos
fibroblastos ciliados para cada condi¢ao de erup¢do. Nossos resultados foram 2,8%,
33% e 3,3% no hiperfuncional, no hipofuncional e no normofuncional,
respectivamente, nao apresentando diferenca significativa entre as diferentes
condi¢des de erupcdo. Realizamos também os célculos estimativos do ndmero real
de fibroblastos ciliados, por métodos baseados em probabilidade de observar um
corpusculo basal com relac@o as outras estruturas centriolares como fizeram alguns
autores. Beertsen et al, (1975) basearam-se na probabilidade de encontrar um
corpusculo basal e centriolo ou pares de centriolo-centriolo no ligamento peridontal
do incisivo do camundongo, e de acordo com eles nossos resultados foram 53%,
42% e 52% no hiper, hipo e normofuncional, respectivamente.

Archer & Wheatley, (1971) e Wheatley, (1972) basearam-se na probabilidade
de observar, um cilio ou um corpusculo basal, comparado a um complexo centriolar
em cultura de células. Seguindo esse mesmo raciocinio nossos resultados foram

54,5 %, 48% e 49% no hiper, hipo e normofuncional, respectivamente.
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Wheatley, (1971), baseou-se na probabilidade de observar um corpisculo
basal, associado ou ndo ao cilio, comparando com os corpusculos basais e centriolos
cortados, longitudinalmente, também em cultura de células. Seguindo o mesmo
célculo desse autor, encontramos 62%, 66% e 54,5% nos hiper, hipo e
normofuncional respectivamente.

Todos esses resultados sao encontrados na tabela 2.

No ligamento periodontal encontramos a maior freqiiéncia de cilio cerca de
61%. Quando utilizamos os cdlculos de Wheatley (1971), onde encontramos o maior
nimero de corptisculo basal cortados longitudinalmente, provavelmente, porque os
fibroblastos foram cortados no seu longo eixo, indicando que os cilios estdo
preferencialmente paralelos a este eixo.

Em nenhum desses cdlculos obtivemos diferenca estatistica na freqii€ncia de
fibroblastos ciliados entre as condi¢des funcionais de erup¢do as quais o ligamento
periodontal do incisivo de rato foi submetido.

Uma alta freqiiéncia de cilios foi também encontrada em algumas linhagens
de fibroblastos ‘in vitro” (Archer & Wheatley, 1971; Wheatley, 1971 e 1972). Essa
freqiiéncia foi confirmada em culturas pela imunofluorescéncia por meio do
anticorpo o~ tubulina detyrosinated (ID-5), (Wheatley, 1994).

Wheatley, (1971) explicou que em cultura de células, algumas linhagens de
células parecem ser destituidas de cilio primdrio (ex. L — 929), algumas apresentam

baixa incidéncia (ex. fibroblastos de hamster chinés), e outras t€m uma alta
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freqiiéncia de cilio (cultura de fibroblastos em camundongo). Porém os motivos sdao
obscuros.

Ele também verificou a freqiiéncia ciliar nas culturas de 2 a 7 dias de duas
maneiras, associando o corpuisculo basal com e sem cilio com o niimero de sec¢des
longitudinais dos centriolos e corpusculos, os quais indicaram os seguintes valores:
41,0% a 83% e 50,0% a 83%.

Embora nossos calculos ndo fossem significantes de acordo com a condicdo
de erupcdo a que o ligamento periodontal foi submetido, observamos nestes
célculos, os maiores indices porcentuais obtidos, sugerindo um cilio para mais da
metade das células dos ligamentos periodontais analisados, portanto, uma
freqiiéncia significativamente alta para esse tecido.

Wheatley, (1971) verificou que a freqiiéncia de cilio seria inversamente
proporcional a atividade mitética, assim células que passam rapidamente pela mitose
tém menos oportunidade de expressar cilio, do que células altamente diferenciadas e
que possuem uma fase Gi prolongada, essa relacdo inversa entre a atividade
proliferativa e a expressdo do cilio tem sido discutida por Stubblefield & Brinkley,
(1966) Dingemans, (1969) e Rash et al., (1969).

Wilson & Mc Whorter, (1963) sugeriram que a presenca desses cilios
indicaria um mecanismo de controle mitético, que funcionaria da seguinte maneira:
a produgdo de cilio indica o bloqueio da mitose e a reabsor¢do do cilio poderia

indicar o retorno a atividade mitética. Talvez o cilio exerca uma influéncia
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regulatéria. Boquist, (1968), citou que a reabsor¢do do cilio, provavelmente, poderia
indicar uma reserva extra de microtibulos para a mitose.

Park et al., (1988) encontraram mais cilios solitdrios em tumores malignos
onde a atividade proliferativa € maior do que tumores benignos, que apresentavam
menor atividade proliferativa, nessas circunstancias esse fato parece contraditorio,
mas, Sorokin, (1968) observou que os cilios primdrios expressam-se mais
significativamente em células com caracteristicas imaturas, ou seja, quando a
cromatina estd mais descondensada no ntcleo, e apresentam muitos ribossomos e
triglicérides no citoplasma, comparando com as células que ja haviam completado
sua diferenciacdo. O ligamento periodontal do incisivo submetido a hipofunc¢do
também apresenta maior atividade proliferativa, e entretando ndo encontramos
diferenca significativa quando comparado ao hiper e normofuncional.

Strugnell et al.,, (1996) na tentativa de correlacionar algumas patologias da
pele, como queldides e cicatrizes, citaram que necessariamente ndo ha uma relagao
entre a atividade proliferativa, e a freqiiéncia ciliar, uma vez que células tumorais ja
sdo conhecidas por possuirem cilios, e por outro lado, existem hepatdcitos e
linfécitos que sdo células conhecidas pela alta atividade proliferativa e ndo se tem
registro da presenca de cilio primadrio.

A geracdo de uma nova célula durante a mitose, tem sido associada ao
processo de migracdo. No ligamento dois compartimentos sdo reconhecidos: o

progenitor (formador de fibroblastos) que migram com maior velocidade e o
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compartimento de maturacdo (associado a diferencia¢do dos fibroblastos), onde a
velocidade de migracdo é menor. (Zajicek, 1974).

O que faz as células migrarem, € um processo desconhecido, mas, existem
evidéncias que poderiam ser coordenado pela funcdo dos cilios que atuam como um
mecanorreceptor, ou receptor e distribuidor de sinais especificos que iniciam ou
interrompem a proliferacdo e a diferenciagdo da célula.(Pazour & Witman, 2003).

A incidéncia de cilios em diferentes tecidos tem trazido muita discussao em
relacdo a funcdo, que estes estariam desempenhando:

Munger, (1958) encontrou esses cilios nas ilhotas de Langerhans, em
especifico nas células 3, e Goranova & Chaldakov, (1989), encontraram no misculo
liso do ttero de ratas, para esses autores a explicacdo seria atribuida a funcdo de
quimiorrecep¢ao por estarem em tecidos envolvidos com hormonios.

Handel et al., (1999) citaram esses cilios como receptores de somatodenina
por serem encontrados no cérebro.

Wolfrun & Schmitt, (2000) atribuiram a esse cilio a func@o de conector dos
fotorreceptores da retina e transporte de rodopsina.

Sorokin, (1962) considerou a presenca desse cilio, poderia ser uma questao
evolutiva, representando vestigios de uma heranca unicelular, sendo considerado
resto evolutivo, o que poderia explicar a presenca hereditdria dessas estruturas em
cultura de fibroblastos descrita por Wheatley, (1972).

Existe uma importancia em elucidar a evolugdo desse cilio bem como a sua
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significancia funcional. Dahl, (1967) relatou que embora, possa ser uma estrutura
rudimentar, para ele o arranjo ‘8+1”, poderia ser uma adaptacdo, como resultado de
alguma nova func¢do requerida, ou apenas um vestigio inativo de algum estigio de
diferenciacao.

Outros descreveram essa estrutura como rudimentar e sem qualquer
finalidade (Bari & Sorensen, 1965; Overton, 1965).

Zeigel, (1962), citou que as ‘circunstancias - acidentais” poderiam explicar a
presenca desse cilio, para o autor o contato ao acaso do centriolo com a membrana
plasmatica poderia resultar na formagdo de um cilio primdrio acidentalmente.

Schuster, (1964) interpretou como dificil de imaginar que um cilio ‘bruto” e
‘hdo refinado” fosse funcional, principalmente, por serem atipicos, para ele o cilio
poderia indicar uma caracteristica potencial do centriolo e que poderiam expressar-
se principalmente em células embriogénicas, cultura de células e células tumorais. A
versatilidade que os centriolos possuem também € citada por Latta et al., (1961).

Kubota, (1975) compreende ser improvdvel sua funcdo de motilidade, por
causa de seu arranjo e a falta dos bracos de dineina.

Webber & Lee, (1975) descreveram como improvavel que eles possam ter
fun¢do propulsiva, principalmente por estarem em pequena quantidade, comparado
aos animais que os possuem em grande quantidade, e que levaria a crer na hipdtese
de uma estrutura vestigial, porque sdo encontrados em grande nimero em outras

espécies. Porém, os autores, ndo descartaram a possibilidade desses cilios
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monitorarem a func¢do sensitiva, por apresentarem uma ocorréncia muito difundida
nos tecidos animais.

Poole et al., (1997) estudaram as relacdes entre os cilios solitdrios com o
complexo de Golgi dos fibroblastos mostrando que a posi¢ao dos cilios, pode estar
relacionada com um mecanismo de feedback funcional, para facilitar a secrecao
direcionada de macromoléculas recém sintetizadas.

Alguns autores descreveram hipoteses onde esses cilios teriam movimento:

Latta et al., (1961) explicaram que, possivelmente, o cilio solitdrio poderia
criar uma turbuléncia prevenindo o refluxo laminar do fluido tubular no néfron de
rato.

Federman & Nichols, (1974) estudando ostedcitos, mencionaram que
poderiam participar do movimento dos fluidos por meio do sistema canalicular do
0sso, transportando cdlcio e outros ions, participando do processo de homeostase,
segundo ele o fendmeno poderia ser entendido, pela rapidez com que ions soédio,
chegam a circulagio.

Tucker et al., (1983) em seu trabalho com células Balb /C 3T3, indicaram que
o cilio poderia estar associado com o fluxo de cdlcio, e, provavelmente, com o
encurtamento do cilio primdrio, em algumas situagdes experimentais.

Porém os detalhes dessa relagdo sdo obscuros, € ndo sao bem esclarecidos
pelos autores.

Neste estudo, a freqii€éncia de fibroblastos ciliados no ligamento periodontal,
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ndo parece estar associada diretamente ao fator metabolismo.

Embora, a freqii€ncia desses cilios, ndo fossem significativamente diferentes
de acordo com a condicdo de erupg¢do, as quais o ligamento periodontal foi
submetido, a freqiiéncia dessa estrutura, obtida pelos cdlculos estimativos, foi
significativamente alta, sugerindo que possam executar uma func¢io especifica no
ligamento periodontal.

A recepcao de sinais especificos que levem a proliferacdo e a diferenciacdo
celular poderia explicar a funcdo desse cilio no ligamento periodontal A hipétese
dessa fungdo, pode ser reforcada pela presenca de ‘Satélites” ou ‘pés -basais” e
‘taizes”, pois, propdem um ajuste no pos icionamento do cilio para a recepcao de
sinais como hormonios, Ca,” etc.

A freqiiéncia de cilios nos fibroblastos endometriais, variou de acordo com as
fases do ciclo estral (Goranova & Chaldakov, 1990), e nos mesmos fibroblastos,
Maraspin & Boccabella, (1971) mostraram que a formagdo dos cilios foi inibida
dependendo da dose de estradiol, enquanto que a progesterona nao teve efeito.

Baseado em todos esses achados, seria contra o principio da ‘economia
celular”, uma célula produzir uma estrutura que niao fosse imprescindivel para a
existéncia e a do organismo hospedeiro. A expressiva ocorréncia de cilio primadrio,
inclusive no ligamento periodontal, e a sua relacdo como o complexo de Golgi,
fazendo comunica¢do com o meio extracelular, reforcam a sua importancia, ainda

que sua fun¢do ndo tenha sido totalmente esclarecida. O ligamento periodontal é um
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tecido altamente dindmico em seu metabolismo e sua proliferagdo celular, e ainda
estd constantemente submetido as for¢as mastigatdrias.

Em nosso estudo ndo encontramos diferengas na freqii€ncia de fibroblastos
ciliados entre o ligamento periodontal do incisivo hipofuncional, hiperfuncional e
normal, mas se admitirmos que o cilio pode exercer, alguma fun¢do sensorial,
poderiamos talvez encontrar uma diferenca nas caracteristicas ultraestruturais como:
posi¢ao e comprimento do cilio, e sua associacdo com outras organelas, nesse tecido
com atividade metabdlica acelerada. A comparagdo da ultraestrutura nas diferentes
condi¢des de erupcdo ndo foi feita, pois nosso objetivo foi apenas determinar a
freqiiéncia, entretanto, como o cilio € uma estrutura filiforme, se torna dificil
determinar seu comprimento em microscopio eletronico de transmissdo, mas
achamos que estas questdes, merecem ser estudadas com mais cuidado, utilizando
métodos mais adequados, por exemplo, microscopia confocal, microscopia

eletronica de alta voltagem e imunoflurescéncia.
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CONCLUSOES:

- A freqiiéncia de fibroblastos ciliados no ligamento periodontal dos incisivos

de rato, ndo parece estar associada a atividade metabdlica;

- A expressiva ocorréncia dessa estrutura no ligamento periodontal, sugere que

possa executar uma func¢do sensorial.
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Ciliated fibroblasts in mouse connective tissues:
a comparison between methods for estimating their frequency

S.C. BARBOSA, J. MERZEL and PD. NOVAES

Deparunent of Morphology, Faculty of Odontology of Piracicaba, State University of Campinas (Unicamp), Piracicaba, SP, Brazil

SUMMARY - The frequency of ciliated fibroblasts in skin, gingiva, molar and incisor periodontal ligaments anc
incisor enamel-related periodontium of the mouse was estimared by straight counting or by methods based on th
probability of observing a basal body in relation to other cell structures. Transmission electron microscopy of ultra
thin sections mounted in single slot grids was used. The results obtained with these methods differed, but indicatex
that periodontal ligament fibroblasts from molars or incisors generally had a higher ciliation index than the fibroblast
from skin and gingiva. These differences may not be real since the detection of cilia and/or centriolar structures seem
to depend very much upon the plane of sectioning relative to the long axis of the fibroblasts, a situation which favour
the more regularly arranged periodontal fibroblasts. This arrangement makes the periodontal tissues, particularly thos:
of rodent incisors, a valuable model for studying ciliation iz vivo because of the prompt responsc to experimenta

manipulation.

Kev WORDS primary cilia - fibroblasts - periodontal tissues - gingiva - skin

INTRODUCTION

Primary, solitary or 9 + 0 cilia were first described in human
seminal vesicle and rabbit renal epithelium (Zimmermann,
1898), and since then have been found in almost all types of
mammalian and avian cells {Scherfr and Daems, 1967).
Indeed, only a few cell types (hepatocytes, differentiated cells
of myeloid or lymphoid origin and cells that normally
exPress 9 + 2 cilia) lack such cilia (Wheatley, 1995).

Primary cilia have been extensively studied in some cell types
(reviewed in Wheatley, 1995) particularly in connective tis-
sues fibroblasts (Sorokin, 1962; Maraspin and Boccabella,
1971; Beertsen et al., 1975; Kubota, 1977; Goranova and
Chaldakov, 1990) and iz vitre in primary cultures (Strugnell
et al., 1996) or established cell lines (Stubblefield and
Brinkley, 1966; Wheatley, 1969, 1971, 1972; Archer and
Wheatley, 1971; Wheatley ez al., 1994).

Regardless of the cell type, primary cilia show some com-
mon features, including a lack of the central pair of micro-

Meailing address. Prof. Pedro Duarte Novaes, Deparramento de Morfologfa, Faculdade
de Odonrologia de Piracicaba, Universidad Estadual de Campinas (Unicamp),
PO. Box 52, 13414-018 Piracicaba, SB, Brazil; e-mail: novacs@fop.unicamp.br
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tubules seen in 9 + 2 cilia and the lack of dynein arms ir
the nine doublets at periphery. At their emergence thes
cilia are surrounded by a deep invagination of the cell mem:
brane and, as in 9 + 2 cilia, they are associated with a basa
body. Although usually single, cells with more than one cili
um are described in fibroblasts (Wheatley, 1971; Beertser
et al., 1975) and myoblasts (Zeytinoglu et al., 1996).

The significance and function of primary cilia are still ¢
matter of speculation. Because of their extensive distribu-
tion, high frequency in many cell types and their relarion-
ship to the Golgi apparatus, centrosome and extracellula
environment, most authors suggest that these cilia have «
sensorial function (see Wheatley, 1995 and Wheatley ez ol
1996 for a review). Primary cilia would act as sensory
probes (Poole ez al., 1985) or cellular flowmeters to receive.
transduce and conduct extracellular stimuli to intracellulai
organelles (Bowser and Leonard, 1992; Schwartz et al.
1997). For one kind of primary cilia, the connecting cilia of
mammalian photoreceptor cells, there is sound evidence of
their role in transporting rhodopsin from the inner to the
outer segment of such cells (Wolfrum and Schmit, 2000}).

Determining the frequency of primary cilia in a cell popula-

tion is an important step when studying their behaviour
under normal and experimental conditions. The detection
of these structures by immunostaining and light microscopy
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{Wheatley ez a/., 1994) allows the estimations of their fre-
quency by simple counting the cells with and without cilia,
which is much easier and faster than their observation by
electron microscopy. Immunostaining works well for whole
cells in culture but is not available yet for routinely fixed
and sectioned tissues. Attempts have been made to apply
this method to frozen tissue sections in conjuncrion with
confocal microscopy (Poole ez 4., 1997, 2001).

However, for most cell types 7z vivo transmission electron
microscopy s still the method of choice for estimating pri-
mary cilia, either by straight counting or based on the proba-
bility of finding a basal body relative to other cell organelles.
The aim of this study was to use these methods to compare
the frequency of primary cilia of skin, gingiva and periodon-
tal tissues fibroblasts, cells which have different metabolic
and proliferative rates. :

MATERIALS AND METHQDS

Seven adult male mice (25-30 g) were anaesthetised with
ketamine (80 mg/Kg) and xylasine (8 mg/Kg) (Francotar
and Verbaxyl 2%, Virbac, Brazil) and killed by an intra-car-
diac perfusion of 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.2-7.4) for 15 min. The mandibles, divided in
hemimandibles, fragments of gingiva associated with the
molar teeth and samples of dorsal skin were dissected and
immersed in the same fixative for additional 4 h. The hemi-
mandibles were demineralized with a solution of 5% EDTA
and 2.5% glutaraldehyde in the same phosphate buffer for
45 days and then sliced at the level of the first lower molar
with each slice comprising the molar root and a transversal
section of the lower incisor. Skin and gingiva were cut in
slices perpendicular to their surface. Three samples of each
tissue were post-fixed in 1% osmium tetroxide in phosphate
buffer for 1 h, dehydrated in graded acetone and embedded
in araldite. Sections 1 pm thick stained with 1% toluidine
blue were used for orientation and, in the case of the hemi-
mandibles, to select successively areas of the molar and
incisor periodontal ligaments and the enamel-related peri-
odontal tissue of the incisor (Fig. 1).

Sections with silver or grey interference colours (60-90 nm)
and at least 10 pm from each other were picked up on sin-
gle slot grids (2 mm X 0.5 mm) coated with a thin Formvar
film (2-3 sections per grid) and contrasted with uranyl
acetate and lead citrate. At the magnification of 16,000X,
using a Zeiss EM-10 electron microscope, 600 fibroblasts
per tissue (200 per tissue sample) were counted and the
number of cells with nucleus was recorded. The number of
sections required to count 200 fibroblasts varied from 3 to
6 for the incisor periodontal ligament, 9 to 17 for skin and
3 to 9 for the other tissues.

All cells with cilia, basal bodies or centrioles were pho-
tographed at the same magnification and the number of

* 84 Bareosa S.C.P, MERZEL |. and Novags PD.

these organelles was counted. A centriole was identified as a
basal body when it was associated with a ciliary shaft or,
when not, it was seen protruding into a vesicle or an invagi-
nation of the plasma membrane (Fig. 5). The number of cen-
triolar complexes (any number or combination of centrioles,
basal bodies or cilia; Archer and Wheatley, 1971), of basal
body-centriole and centriole-centriole pairs, of cilia with and
without basal bodies, of basal bodies with and without cilia
and of basal bodies cut longitudinally were also recorded.
"The length and width of basal bodies and centrioles cur lon-
gitudinally were measured and their mean diameter was cal-
culated. The mean diameter of fibroblast nuclei was deter-
mined in 1 pm-thick sections by measuring 50 nuclei per
tissue using light microscopy at a magnification of 1,000X.
The simplest merhod for estimating the frequency of ciliat-
ed fibroblasts is the relationship between their number and
the number of cells counted per tissue. The method of
Dingemans (1969) is based on the probability of observing
the nucleus and the basal body in a section, which in turn
is related to their size. The size was estimated by the num-
ber of sections needed to cover the mean diameter of a
nucleus and of a basal body. The other methods are based
on the expectancy with which one may detect basal body-
centriole or centriole-centriole pairs (Beertsen ez al., 1975),
a cilium and/or a basal body compared to a centriolar com-
plex (Archer and Wheatley, 1971; Wheatley, 1972) and a
basal body associated or not with a ciliary shaft compared
to longitudinally sectioned basal bodies or centrioles
(Wheatley, 1971).

Since the variances of the dara were not homogeneous (pre-
cluding ANOVA) we used the less powerful method of
Friedman and a nonparametric multiple comparisons test
to detect significant differences (p <<0.05) berween rissues
(Jones and Kenward, 1989).

RESULTS

The observed cilia in all fibroblasts were similar o those
described by most authors, Ze., single and, depending on the
plane of the section, they were seen associated with a basal
body (Figs. 2 and 3). In cross section, the ciliary shaft
showed nine doubler arrangements of microtubules ar the
periphery with none at the centre (9 + 0, Fig. 4). The cilium
or the basal body emerged from the bortem of a deep
invagination of the plasma membrane, dilated at the base
(Figs. 2 and 3).

The number of organelles counted per tissue is shown in
Table 1. The total number of cilia (column A) corresponds to
the cilia, which were or were not associated with basal bodies
plus the basal bodies not associated with a ciliary shaft.

Table 2 shows the estimated frequencies of ciliated fibrob-
lasts based on the various methods that gave quite different
values. The frequencies estimated by straight counting were
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FIGURE | Schematic drawing of the mouse hemimandible showing a frontal slice at the level of the Lst molar and the regions from which samples
of periodoncal tissues were taken. MPL: molar periodontal ligament; IPL: incisor periodontal ligament; EP: incisor enamel-related periodontium.

the lowest (column J) whereas those based on the expectan-
cy in detecting centriolar structures (columns L, M,
N and O) were the highest ones. For the Dingemans
{1969) gnethod, the mean diameter of the nuclei and basal
bodies had to be determined. Basal bodies and centrioles
have the same dimensions {Beertsen e 2/, 1975} and their
length and width were measured using the 56 organelles cut
longitudinally (column G, Table 1) to obtain a mean diam-
eter of 0.294 um. This value was very close to the one
reported by Beertsen ez al. (1975) and a little higher than
the values of 0.225 pm to 0.265 pm provided by
Dingemans (1969). While there was no detectable variation
in the size of the basal bodies and centrioles among the dif-
ferent tissues, the mean diameter of the nuclei varied con-
siderably, probably because of the orientation of the cells in
the plane of section: skin —5.71 pm, gingiva —5.61 um,
enamel related periodontium —4.06 pm, incisor periodon-
tal ligament —4.33 pm and molar periodontal ligament:
—6.57 um. The mean diameter of all 250 nuclei measured

was 5.22 pm. Assuming that the sections had a mean thick-
ness of 0.075 pm, on average a basal body would be
enclosed in 3.9 sections and a nucleus in 69.7 secrions. The
probability of observing a nucleus and a basal body in the
same cell was thus 3.9/69.7 or 0.0562. If each nucleus were
accompanied by a basal body, the number of nuclei count-
ed (column B, Table 1) multiplied by 0.0562 would be the
estimate of the number of basal bodies expected. The ratio
between the number of basal bodies actually observed (col-
umn D, Table 1) and the number of basal bodies expected
(Table 2, values in parentheses 1 in column K) gives the
estimated frequency.
When the estimates were based on finding pairs (column L)
or on longitudinally sectioned centriolar structures
(columns N and Q) there were some considerable differ-
ences berween the values when the data for each rat were
" considered (n = 600 fibroblasts/tissue) or after pooling
(n = 4,200 fibroblasts/tissue). Most methods could not be
applied when no basal body was identified as in skin.

Frequency of ciliated fibroblasts 85
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TaBLE 1
Number of cell structures in mouse connective tissues fibroblasts (n = 4,200)

A B C D E F G H I
Tissue Cilia Nuclei Centriolar Basal bodies  Pairs of Pairs of Basal bodies  Basal bodies  Basal bodies
complexes basal bodies-  centrioles and centriales  with ciliary without ciliary
centrioles inlongjrudinal  shaft shaft
section
Skin 7 {0-4] 1112 15 [1-3] 0 0 2 [0-1] 2[0-1] 0 0
Gingiva 13 [0-4] 1813 53 [2-16] 5 [0-3] 1[0-1] 7 [0-3] 710-3] 1[0-1] 4 [0-2)
Enamecl related
periodontium 41 [4-10) 2239 120 [9-31]) 14 [1-3] 4[0-1] 9 [0-4) 16 [0-6] 6 [0-2] 8 [0-3]
Incisor periodontal 5
ligament 70 (6-15] 1762 101 [8-22] 12 {0-2] 2 [0-1] 3[0-1) 8 [0-2] 4 [0-1] 810-2]
Maolar periodontal

ligament 31 [0-7] 1816 108 [3-25] 26 [0-6] 8 [0-3) 11 [0-4] 23 [0-7] 11 [0-4) 15 [0-4]

In brackets the minimum and maximum number of structures counted per animal (n=600).

TaBLE 2
Frequency (%) of ciliated fibroblasts in mouse connective rissues

] K I M N o
{issue A/4,200.100 D/(1).100 (1) E/E100 A/C.100 H/G.100 H+1/G.100
Skin 0.2%20.2a 0a (62.5) Oa 46.7 [47.6 * 50.4]ab Oa 0a
Gingiva 03+ 0212 49[08*+14Jab (101.9) 14.3[48=12.6]a 245232+ 14.2)a 143[4.8%126]a 71.4[42.9*53.5)a
Enamel relared
periodontium 1.0+03ab 11.1[1.6+0.6lab (125.8) 44.4[57.1=534)a 342[362%108Jab 37.5[357= 39]a  87.5[85.7x74.8]a
Incisor periodontal
ligament 1o 7-E057b: 12.1 1.7 2 0.8]ab  (99.0) 66.7 [28.6+48.8]a (9.3 [69.8=8.1]b 50.0 [42.8 % 45]a  150.0 [85.7 F 69]a
Molar periodontal
ligament 0.7+ 05ab 25.4[3.6=24]b (102.1) 72.7[78.6%121.9]a 287[253*158Jab 47.8 [45.8+30]a 113.0[96.5 = 47.3]a

L

Letters A to |: columns in Table 1. J: straight counting; K: according to Dingemans (1969); in parentheses (1) the expected number of cilia (see text). L: accerding to
Beertsen ef al, (1975). M: according to Archer and Wheatley (1971) and Wheatley (1972). N and O: according to Wheatley (197 1). In brackets the mean = SD per ani-
rval (= 600): in column | the means are the same in borh situations. Different lower case letters in cach column indicate statistically significant difference (p < 0.05).

FIGURE 2 Fibroblast showing a primary cilium connected to a basal body arising from a deep invaginadion of the cell membrane (arrow). G: Golgi
apparatus. Incisor periodontal ligament. Bar=0.2 pm.

FIGURE 3 Fibroblast showing a diplosome formed by a centriole (arrowhead) and a basal body connected to a primary cilium emerging ac the cell
surface {arrow). Incisor periodontal ligament. Bar=0.1 pm.

FIGURE 4 A cross-sectioned ciliary shaft showing the 9 + 0 arrangement of the doublers ar the periphery and the absence of dynein arms and the
central pair of microtubules. Incisor periodontal ligament fibroblast. Bar=0.1 pm.

FIGURE 5 Diplosome of a gingival fibroblast with a centriole {arrowhead) and a basal vedy (arrow) protruding into an invagination of the plasma
membrane. Bar=0.1 pm.
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DISCUSSION

The frequency of ciliated fibroblasts found by straight
counting in all tissues was much lower than 3.7 t0 10.2%
for endometrial fibroblasts reported by Goranova and
Chaldakov (1990). Dingemans (1969) estimated that 70%
of adenohypophysal cells bore a cilium. The mean diameter
of spherical nuclei was probably a more accurate measure of
their size than in the case of irregular fusiform nuclei of
fibroblasts. The frequency of 66.7% for ciliated fibroblasts in
the mouse incisor periodontal ligament (column L, Table 2)
was very close to that found by Beertsen er 2/ (1975) in the
same tissue by pooling the data of all animals, but the per-
centage was quite lower when calcularted for each animal.
The high frequencies of ciliation in several lines of fibrob-
lasts in vitro (Archer and Wheatley, 1971; Wheatley, 1971,
1972) were confirmed by straight counting of cilia following
immunofluorescence using an antibody against detyrosinat-
ed a-tubulin (ID-5) (Wheatley ef /., 1994). In the tissues
we studied the methods based on the probability of finding
a basal body and/or a cilium in relation to other centriolar
structures also yielded high estimated frequencies of ciliated
fibroblasts. The frequency of primary cilia in skin fibroblasts
could only be estimated by two of the methods, with quite
different results. However, in primary cultures of human
skin fibroblasts 90 to 95% of the cells bear a cilium and,
according to Strugnell er a/. (1996), it is highly improbable
that non-ciliated fibroblasts occur i vive.

Most methods indicated that periodontal ligament fibroblasts
had a greater ciliation index than gingival and skin fibrob-
lasts. If confirmed, this variation may be related to functional
differences among the tissues. The half-life of mature collagen
is 15 days in derma, 5 days in gingiva and 1 day in molar
periodontal ligament of the rat; for newly synthesised colla-
gen, the half-lives are 360, 80 and 40 min, respectively
(Sodek, 1977). The rate of incorporation of [*H]-proline into
mature collagen is three times faster in molar periodontal lig-
ament than in incisor, bur there is not such difference when
non-collagenous proteins are considered (Sodek, 1978).
Accordingly, the structural relationship between primary cilia
and Golgi apparatus (Poole ez /., 1997, 2001) seems to be in
agreement with the relationship between these organelles and
cell secretion. Ciliation in endometrial fibroblasts, but not in
smooth muscle cells, varies according to the phases of the
estral cycle (Goranova and Chaldakov, 1990). In the same
fibroblasts, Maraspin and Boccabella (1971) showed that cili-
ation was dose-dependently inhibited by estradiol, while
progesterone had no effect.

The renewal rates of fibroblasts in the tissues used vary, being
fastest in the incisor periodontal ligament (from 0.87 wo 1.9
days in the mouse tooth-related compartment and up to
136.2 days in alveolar bone-related compartment; Zajicek,
1974), slower in gingiva (64 to 241 days in the rat, calculated
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from the darta by Pender er 2/, 1988) and slowest in skin {90
to 240 days in the rat abdominal derma; Ruchu er 4/, 1983).
Although a decrease in ciliation has been relared to an
increase in mitotic activity (e.g., Dingemans, 1969, for TSH
cells in the adenohypophysis) this apparently does not occur
in vitre where the ciliation index was related to an increase in
the degree of fibroblasts confluence (Wheatley, 1971; Archer
and Wheatley, 1971).

A major factor that could contribute to variation in the esti-
mated frequency of cilia may be the orientation of the cells in
tissue secrions. Longitudinally sectioned basal bodies are
more frequent in sagittal than in frontal (cross) sections of the
tooth-related compartment of rodent incisor perigdontal liga-
ment where the fibroblasts are mostly bipolar and their major
axis is parallel to the tooth surface. No such difference is seen
in the alveolar bone-related compartment where most of the
cells are multipolar and do not have a definite orientation in
relation to the tooth (Beertsen ef @/, 1975). We observed the
highest frequency of longitudinally cut basal bodies in froncal
sections of the molar periodental ligament where the fibrob-
lasts were more often sectioned through their major axis,
indicating that the cilia are mostly parallel to this axis.
Preferential orientation of primary cilia is also seen in other
cells, such as renal proximal tubule epithelial cells (Roth er af,
1988) and corneal endothelial cells (Doughry, 1998). In cul-
tures of 3T3 fibroblasts the cilia are directed towards the sub-
stract and confluent cultures show twice as many cilia under
the nucleus compared to sparse cultures (Wheatley er a/.,
1994). In skin and gingiva, the fibroblasts show no preferen-
tial orientation. Thus, it seems unwise to compare the inci-
dence of ciliated fibroblasts berween different tissues using
random sectioning. To compare the effect of different func-
tional or experimental conditions in a given tissue, any of the
methods for estimating the frequency of primary cilia could
be used, provided thar a convenient plane of sectioning is
chosen. For cissues like skin and gingiva probably two or
three axis of orientation would be necessary.
Immunostaining for the quantitative evaluation of primary
cilia is currently limited to whole preparations of cell cul-
tures providing good estimates based on simple counting of
the structures (Wheatley ez 2/., 1994). This method has
been applied to frozen sections of some tissues (e.g., retina,
renal proximal tubule epithelium, cartilage) combined with
either epifluorescence or confocal microscopy, but no quan-
titative data has been presented (Wheatley, 1995; Poole
et al., 1997). Recently, Poole ez al. (2001) were able to iden-
tify a primary cilium per chondrocyte in chick embryo.
Cilia have been quantified in corneal endothelium using
scanning electron microscopy (Doughrty, 1998), bur this
method can only be applied to suitable cell populartions.
For most tissues, transmission electron microscopy is still the
method of choice for quantifying primary cilia. Although
requiring long preparation steps, the rime needed to exam-
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ine the cells and to record the centriolar structures can be
minimised by using single slot grids and choosing suitable
orientations for sectioning. Cell cultures have the advantage

.of providing a better control of many factors (Wheatley

et al., 1996), but their results cannot be extrapolated direct-
ly to in vive conditions where the cells are in an environ-

_ment of a functioning tissue. In that case, the fibroblasts of

the rodent incisor periodontal ligament provide a valuable
model. The tooth-related compartment of this tissue is con-

- fined to a small area, and most of the cells are well oriented

fibroblasts. This tissue responds promptly to several experi-
mental stimuli such as mechanical stress {occlusive and erup-
tive forces) and merabolic alterations induced by hormones
(T3, T4, hydrocortisone), vitamin C and various drugs.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 544-2, sobre "FREQUENCIA DE FIBROBLASTOS
CILIADOS EM LIGAMENTO PERIODONTAL DE RATOS EM CONDIQ@ES DE
ERUPCAO HIPER, HIPO E NORMOFUNCIONAL" sob a responsabilidade de Prof.
Dr. Pedro Duarte Novaes/Simone de Cassia Portela Barbosa estéd de acordo

com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovadc pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 1°. de Agosto de 2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 544-2, entitled "EFREQUENCY OF CILIATED
FIBROBLASTS IN RAT LOWER INCISOR PERIODONTAL LIGAMENT (PDL
UNDER NORMQO, HIPER AND HYPOFUNCTIONAL CONDITIONS"”, is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - UNICAMP) on August 1th, 2003. f‘“"-
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