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Resumo

Miofibroblastos sdo células especializadas que exercem funcdes
importantes em processos fibroticos através da sintese elevada de
macromoléculas da matriz extracelular, proteases e citocinas. O exato mecanismo
do surgimento (transdiferenciacao) dos miofibroblastos permanece desconhecido,
porém inumeros estudos sugerem que o fator de crescimento transformante-1
(TGF-B1) exerca um papel importante neste processo via ativacao do fator de
crescimento de tecido conjuntivo (CTGF). Em oposicao aos efeitos de TGF-p1,
algumas citocinas inflamatérias, incluindo interferon y (IFNy), parecem inibir a
transdiferenciacdo dos miofibroblastos. O uso da droga imunossupressora
ciclosporina A (CsA) é freqientemente associada a inumeros efeitos colaterais,
sendo o aumento gengival fibrético o de maior interesse para a area odontolégica.
Linhagens celulares de fibroblastos de gengiva normal tratadas com CsA
expressam niveis elevados de TGF-B1 e colageno, que sao intrinsecos do fenétipo
miofibroblastico. Os objetivos deste estudo foram compreender a participacédo de
TGF-B1 e IFNy na transdiferenciacdo dos fibroblastos gengivais em
miofibroblastos e entender os mecanismos de acao destes fatores neste processo.
Adicionalmente, nés verificamos a presenca de miofibroblastos em aumentos
gengivais induzidos por CsA. Nossos resultados demonstraram, através de 4
diferentes ensaios: transcriptase reversa-reagdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), western blot, imunofluorescéncia e citometria de fluxo, que TGF-1 induz e
FNy bloqueia a transdiferenciagdo dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos
metabolicamente ativos em uma maneira dependente da dose e tempo. Nas
células onde a expressao de CTGF foi significantemente reduzida por seqiéncias
especificas de RNA de interferéncia, TGF-B1 nao foi capaz de promover a
transdiferenciacao dos miofibroblastos, revelando que TGF-B1 é dependente da
ativacao de CTGF para induzir a transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em
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miofibroblastos. IFNy bloqueou a transdiferenciacdo dos miofibroblastos por
estimular a expressdao de Smad 7, uma proteina que regula negativamente a
atividade de TGF-B1. Interessantemente, miofibroblastos ndo foram associados
aos aumentos gengivais induzidos por CsA, como revelado pelos modelos in vivo
de injecdes diarias de CsA em ratos Wistar e in vitro de tratamento de fibroblastos
gengivais com CsA. Embora CsA tenha induzido a expressdo de TGF-B1, ndo
demonstrou nenhum efeito na modulagcao dos niveis de CTGF. Nossos resultados
demonstram que a inducao da transdiferenciacdo dos miofibroblastos por TGF-1
€ dependente da estimulacao de CTGF. Adicionalmente, este estudo sugere que
IFNy pode ser clinicamente efetivo no tratamento de alteragdes fibréticas
associadas a presenca de miofibroblastos, pois atenua a excessiva producao de

colageno tipo | por estas células.

Palavras-chaves: TGF-B1, Interferon vy, Ciclosporina A, Fiboblastos gengivais,

Miofibroblastos, Aumentos gengivais, Fibromatose gengival hereditaria.
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Abstract

Myofibroblasts are the main cellular type involved in extracellular matrix
deposition in fibrotic diseases. Relatively little is known about the underlying
mechanisms that regulate myofibroblast emergence (transdifferentiation), however
the regulatory cytokine transforming growth factor-beta 1 (TGF-B1) has been
traditionally considered an inducer of the myofibroblastic phenotype via activation
of connective tissue growth factor (CTGF)-dependent pathway. Some inflammatory
cytokines, particularly interferon y (IFNy), show opposite effects to TGF-p1,
inhibiting myofibroblast transdifferentiation. Cyclosporin A (CsA) is a widely used
immunosuppressant drug that causes significant side effects such as gingival
overgrowth. Normal gingival fibroblast cell lines treated with CsA express high
levels of TGF-B1 and collagen, which are intrinsic of myofibroblasts. In the present
study we examined whether TGF-B1 and IFNy can modulate transdifferentiation of
gingival fibroblasts into myofibroblasts, and the biologic mechanisms behind those
factors in this process. Additionally, we have analyzed the presence of
myofibroblasts in CsA-induced gingival overgrowth. Our results demonstrated
throughout a modality of experiments that included reverse trancriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR), western blot, immunofluorescence and flow
citometry analysis, that TGF-B1 induces and IFNy blocks fibroblast-myofibroblast
transdifferentiation in a dose- and time-dependent manner. In fibroblasts with
CTGF levels know-down by specific small interference RNA, TGF-B1 effect on
transdifferentiation was significantly reduced, revealing that CTGF plays a crucial
role in mediating TGF-B1 myofibroblast transdifferentiation. IFNy blocked
myofibroblast transdifferentiation by stimulating Smad 7 levels, a protein that
negatively regulates TGF-B1 signaling. Interestingly, myofibroblasts were not found
in CsA-induced gingival overgrowth, as revealed by the in vivo model of daily
injections of CsA in Wistar rats and by the in vitro model of gingival fibroblast
cultures treated with CsA. Although CsA treatment stimulated TGF-B1 expression
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by NG fibroblasts, it lacked to induce CTGF levels. Our results demonstrate that
TGF-B1 induction of transdifferentiation of gingival fibroblasts to myofibroblasts
occurs via a CTGF dependent pathway. Additionally, this study suggests that IFNy
may be clinically effective in the treatment of fibrotic diseases associate with

myofibroblast.

Keywords: TGF-B1, Interferon vy, Cyclosporin A, Gingival fibroblasts,

Myofibroblasts, Gingival overgrowth, Hereditary gingival fibromatosis.
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1. Introducao

Miofibroblastos séo células que apresentam um fenétipo hibrido, contendo
caracteristicas de fibroblastos e de células de musculatura lisa (Badid et al., 2000).
Estas células sao caracterizadas pela expressao da isoforma o da actina de
musculo liso (a-SMA) e estdo presentes de forma transiente em processos de
reparo, exercendo papel importante na contracdo da ferida. Porém, quando
persistentes sdo responsaveis pela formacao de tecidos fibrosos, como no caso
dos queldides e das fibroses renais, pulmonares e pancreaticas (Tomasek et al.,
2002). Miofibroblastos sédo caracterizados por uma producéo elevada de citocinas,
incluindo o fator de crescimento transformante-g1 (TGF-B1) e matriz extracelular
(MEC), particularmente colageno, e uma sintese reduzida de metaloproteinases
de matriz (MMPs), que sédo as principais enzimas responséaveis pela degradacao
da MEC (Gabbiani, 2003). Embora os mecanismos que induzam o aparecimento
dos miofibroblastos sejam parcialmente desconhecidos, estudos recentes
demonstraram uma origem a partir da diferenciagéo de células indiferenciadas ou
através da transdiferenciacao de fibroblastos (Tomasek et al., 2002; Smith et al.,
2006; Bitu et al., 2006). Em ambas as situacoes, TGF-B1 parece ter um papel
importante via ativacdo do fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF)
(Garrett et al.,, 2004; Grotendorst et al., 2004; Zhang et al., 2004). Em oposicao
aos efeitos de TGF-B1, algumas citocinas inflamatérias demonstraram um efeito
inibitdério na transdiferenciacdo dos miofibroblastos, entre elas podemos citar o
interferon gama (IFNy). TGF-B1 é uma citocina multifuncional envolvida em varios
eventos celulares como crescimento, diferenciacdo, mobilidade e apoptose
(Huang & Lee, 2003). A via de sinalizacdo de TGF-B1 ¢é iniciada a partir da ligacao
com seus receptores transmembranicos que ativam 0s mensageiros
citoplasmaticos de 2 principais cascatas: cascata Smad (a mais importante e que
sera revisada neste trabalho) e cascata MAPK (Derynck & Zhang, 2003; Cowell et
al., 2006). Apéds ligacao de TGF-B1 aos receptores, Smad 2 e/ou Smad 3 séo
fosforilados e formam um complexo com Smad 4, sendo entdo translocados para

0 nucleo, onde irdo agir como fatores de transcricdo ou associarem a outras



proteinas nucleares (Massague & Wotton, 2000; Massague & Gomis, 2006). Smad
6 e Smad 7 possuem uma atividade inibitéria nesta cascata, impedindo a
fosforilacdo de Smad 2 e Smad 3 (Derynck & Zhang, 2003). Alguns estudos
sugeriram que IFNy estimula a produgdo de Smad 7 e consequientemente inibe os
efeitos de TGF-B1 através do bloqueio de sua cascata de ativacéo (Ulloa et al.,
1999; Wen et al., 2004).

Aumento gengival € um termo estritamente clinico utilizado para descrever
um aumento volumétrico do tecido gengival, que pode inicialmente envolver as
papilas interdentais e, posteriormente, evoluir para um recobrimento de todas as
faces da coroa dental (Trackman & Katarci, 2004). O aumento gengival pode estar
associado a varios fatores etiolégicos como acumulo de placa bacteriana com
consequente inflamagdo gengival, ser de carater hereditario como na fibromatose
gengival hereditaria (FGH) ou ser resultado do uso de medicamentos, incluindo
bloqueadores de canais de calcio, fenitoina e ciclosporina A (CsA) (Dongari-
Bagtzoglou, 2004). CsA €& um medicamento imunossupressor utilizado
principalmente na prevencdo da rejeicdo de O6rgaos transplantados, porém
ultimamente tem sido utilizado no tratamento de doencas auto-imunes como
psoriase e artrite reumatoide (Kahan, 1999; Kovarik & Burtin, 2003). O uso da CsA
esta relacionado ao desenvolvimento de inumeros efeitos colaterais, sendo o
aumento gengival o de maior interesse para area odontolégica (Cotrim et al.,
2003). O aumento gengival induzido por CsA tem como principal caracteristica o
acumulo excessivo de tecido conjuntivo fibroso, o qual é resultado de alteracdes
em 2 principais eventos: producao elevada de colageno e expresséo reduzida de
MMPs (Cotrim et al., 2002).

Os objetivos deste estudo foram compreender os efeitos de TGF-B1 e IFNy
na transdiferenciacdo dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos e determinar
0s mecanismos de acao destes fatores neste processo. Adicionalmente, como o
aumento gengival induzido por CsA é um processo fibrético e culturas celulares de
gengiva normal (GN) tratadas com CsA apresentam um fenétipo caracterizado por
uma produgéo excessiva de MEC e TGF-1, o que € intrinseco de miofibroblastos,



nds analisamos a presenca de miofibroblastos em aumentos gengivais induzidos

por CsA em ratos e em culturas de fibroblastos gengivais tratadas com CsA.



2. Revisao da Literatura
2.1. Miofibroblatos, TGF-B1 e IFNy

Miofibroblastos sédo células mesenquimais que exibem um fenétipo hibrido
com caracteristicas de fibroblastos e de células musculares lisas (Gabbiani, 1992;
Badid et al., 2000). Estas células foram primeiramente observadas em tecidos de
granulacdo durante o0s processos de cicatrizagdo e, posteriormente, em
numerosos processos patoldgicos, incluindo queldides e fibromatoses (Hinz &
Gabbiani, 2003; Desmouliere et al., 2005).

Os miofibroblastos se formam a partir da diferenciagdo de células
indiferenciadas ou da transdiferenciacdo de fibroblastos, processo que se inicia
com a aquisicao de fibras do estresse compostas por actina citoplasmatica e a
producado de fibronectina celular, uma variante da fibronectina que esta presente
durante o desenvolvimento de muitos 6rgaos e, com raras excegdes, nao é
encontrada em tecidos adultos (Desmouliere et al.,, 2003). Estas células quando
ativadas sintetizam niveis elevados de proteinas da MEC, particularmente
colageno, e reduzidos niveis de MMPs. Morfologicamente, os miofibroblastos sao
caracterizados pela presenca de um intenso aparato contratil, contendo um
empacotamento de microfilamentos de actina, principalmente a-SMA, associado a
proteinas como miosina e fibras do estresse (Serini & Gabbiani, 1999;
Desmouliere et al., 2005). Durante o processo normal de reparo, 0sS
miofibroblastos séo transientes, exercendo funcbes essenciais na contracdo da
ferida e na restauracédo do tecido conjuntivo através da producao de MEC e de
fatores de crescimento. Quando o tecido é restaurado, acredita-se que estas
células entram em um processo de apoptose. Contudo, se estas células
persistem, se tornam responsaveis pela excessiva produg¢ao de colageno, levando
a formacéo de fibroses (Tomasek et al., 2002).

Inimeros estudos demonstraram a presenca de células com caracteristicas
de miofibroblastos em tecidos normais especializados e em uma variedade de
situacdes patoldgicas, como na Doenca de Dupuytren, na pancreatite fibrosa
induzida por CsA e nas fibroses pulmonar, renal e hepatica (Vaquero et al., 1999;



Yang & Lyu, 2001; Phan, 2002; Tomasek et al., 2002; Qi et al., 2005; Willis et al.,
2006). A doenca de Dupuytren é uma doenca miofibroblastica proliferativa
caracterizada pelo espessamento das bandas fibrosas da superficie palmar das
maos e dedos, onde os efeitos proliferativos e fibrinogénicos de TGF-B1 se
apresentam exacerbados (Tomasek et al.,, 2002). A progressao da doenca renal
cronica € considerada um processo irreversivel, que eventualmente, evolui para
um estagio final de insuficiéncia renal, caracterizada pela intensa proliferacdo de
miofibroblastos e o acumulo de tecido conjuntivo fibroso (Yang & Liu, 2001; Qi et
al., 2005). Os miofibroblastos também exercem um papel fundamental na
patogénese da fibrose pulmonar idiopatica e estdo associados com a progressao
da doenca e um prognéstico desfavoravel. Acredita-se que os miofibroblastos
sejam responsaveis pela deposicao de MEC, remodelagao estrutural e destruicao
das unidades alveolocapilares durante e depois da injuria pulmonar (Willis et al.,
2006). Adicionalmente, a persisténcia dos miofibroblastos pode anunciar a
progressao da doenca, enquanto seu desaparecimento pode ser indicativo de cura
(Phan, 2002).

Os mecanismos que desencadeiam a transdiferenciagdo dos
miofibroblastos permanecem desconhecidos, porém varios estudos demonstraram
um papel importante para TGF-B1 neste processo (Fan et al., 1999; Petrov et al.,
2001; Evans et al., 2003; Malmstron et al., 2004; Smith et al., 2006). Fan et. al.
(1999) demonstraram que TGF-B1 é capaz de promover a transdiferenciacao de
linhagens celulares de células epiteliais tubulares de ratos em miofibroblastos.
Estes autores demonstraram que o tratamento com TGF-B1 é acompanhado pela
expressdao do marcador especifico de miofibroblastos (a-SMA) e uma diminuicao
na expressao do marcador epitelial E-caderina. Este estudo também demonstrou
que €& necessaria uma concentracdo minima de TGF-B1 para desencadear o
processo de transdiferenciacdo das células epiteliais em miofibroblastos.
Recentemente, Smith et al. (2006) demonstraram que TGF-B1 induz a
transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos e sugeriram que
este evento é dependente das vias de sinalizacao celular RhoA-ROCK e proteina



quinase c-Jun N-terminal. Similarmente, o tratamento dos fibroblastos pulmonares
com TGF-B1 induziu a transdiferenciacdo em miofibroblastos, como revelado pela
expressao de a-SMA, alteracbes no fendtipo das células e alteragdes funcionais
caracterizadas por mudancas no catabolismo de colageno (Evans et al., 2003).
Desmouliere et al. (1993) demonstraram em um estudo realizado in vivo com ratos
Wistar submetidos ao tratamento local com TGF-B1 por 7 dias, que o tecido de
granulagéo apresentava um numero significantemente maior de miofibroblastos
que o tecido de granulacdo de animais controle. Estes autores também
observaram in vitro que fibroblastos humanos tratados com TGF-B1 se
transdiferenciavam em miofibroblastos.

TGF-B1 é uma citocina multifuncional pertencente a familia TGF-$ de
polipeptideos. Esta familia é formada por, pelo menos, 26 membros em
mamiferos, incluindo 3 isoformas de TGF-B (B1, B2 e B3), 4 isoformas de activin e
20 isoformas de proteinas morfogénicas do osso (BMPs) (Massague, 1998; Chen
et al., 2004). TGF-B1 foi primeiramente identificado através da purificacdo de
proteinas da placenta humana em 1983 por Frolik e colaboradores. A
denominacao TGF é devido a habilidade deste fator permitir que células normais
crescam em uma condi¢cdo independente de ancoragem (crescimento em soft
agar), uma caracteristica exclusiva de células malignas (células transformadas), e
por causar transformacdes fenotipicas em fibroblastos (Roberts et al, 1981;
Tucker et al, 1983). Esta citocina regula varios eventos celulares como
proliferacao, diferenciacado, adesao, mobilidade, apoptose e resposta imunologica,
realizando também um papel muito importante nos processos de reparo e fibrose,
estimulando a producdo de MEC por fibroblastos (O’Kane & Ferguson, 1997;
Kucich et al., 2001; Govinden & Bhoola, 2003).

As acbes de TGF-B1 sdao mediadas por interacbes heteroméricas com
receptores serina/treonina quinase tipo | e Il (Goumans et al., 2002). O inicio da
sinalizacao necessita da ligacdo de TGF-B1 com os receptores transmembranicos.
Esta interacdo ligante-receptor ativa 0s mensageiros citoplasmaticos desta
cascata, incluindo as proteinas Smads. Existem 8 proteinas Smads descritas em



vertebrados (Smad 1-8). Smad 2 e Smad 3 s&o ativados por TGF-B1, Smad 4 atua
como cofator, enquanto Smad 6 e Smad 7 possuem uma atividade inibitéria na
cascata de ativacdo de TGF-B (Derynck & Zhang, 2003). Especificamente, a
ativacao de TGF-B1 é propagada pela fosforilacdo de Smad 2 ou Smad 3, que
entdo se associam a Smad 4 e sao translocadas para o interior do nucleo. No
nucleo estes complexos atuam diretamente como fatores de transcri¢do, iniciando
a ativacao de genes especificos, ou indiretamente, associando-se a proteinas de
ligacdo do DNA (Moustakas et al, 2001; Mehra & Wrana, 2002; Massague &
Gomis, 2006). Alternativamente, TGF-B1 pode ativar a cascata MAPK, com a
participacdo de ERK, JNK e p38. Estudos utilizando células deficientes em Smad
4 ou Smads negativas (Smad 6 e Smad 7) suportam a possibilidade de que a
ativagcao da via MAPK seja independente de Smad (Derynck & Zhang, 2003).
Evidéncias recentes demonstraram que os efeitos de TGF-B1 na producao
de MEC e na transdiferenciacdo de miofibroblastos sdo mediados pela
estimulacao de CTGF (Grotendorst et al., 2005; Zhang et al., 2004). Este fator de
crescimento juntamente com Cyr61 e Nov sdo membros originais de uma familia
de proteinas denominada CCN (CTGF, Cyr61 e Nov) com participacdo em varios
processos biologicos, incluindo reparo tecidual através da estimulacdo da
proliferacao de fibroblastos e sintese de MEC (Grotendorst & Duncan, 2005;
Dosanjh, 2006). Niveis elevados de CTGF sdo encontrados em numerosas
desordens fibrosas como fibrose renal, pulmonar e aterosclerose, onde estes
niveis estao relacionados com uma elevada sintese de colageno (Garret et al.,
2004). Um estudo demonstrou que a proliferacao de fibroblastos, a sintese de
colageno e a transdiferenciacdo de miofibroblastos estimulada por TGF-B1 sao
inibidas pelo bloqueio de CTGF, demonstrando que CTGF age como uma citocina
secundaria aos efeitos biolégicos de TGF-B1 sobre os fibroblastos (Grotendorst &
Duncan, 2005). Garret et al. (2004) realizaram um estudo envolvendo culturas
celulares de fibroblastos de cérnea humana e observaram que apos o tratamento
com TGF-B1 e oligonucleotideos antisense contra CTGF, a transdiferenciacéo dos
miofibroblastos foi significativamente inibida. Zhang et al. (2004) em um estudo,



utilizando oligonucleotideos antisense contra CTGF, mas neste caso utilizando
células epiteliais tubulares proximais, observaram uma diminuicdo na producao e
expressdao de o-SMA quando estimuladas com TGF-B1, sugerindo que a
transdiferenciacao via TGF-B1 € extremamente dependente da presenca e funcao
de CTGF. O exato mecanismo que controla a expressao génica de CTGF em
fibroblastos permanece desconhecido, porém alguns estudos demonstraram que a
inducédo de CTGF por TGF-B1 envolve um sitio de ligacao funcional do complexo
Smad 3/Smad 4 na regidao promotora de CTGF localizada entre os nucleotideos
166 e 173 (Holmes et al., 2001; Chen et al., 2002).

Métodos de bloqueio da sintese de TGF-B1 vém sendo testados como uma
forma de tratamento de doencgas causadas por fibroses intersticiais. O principal
objetivo deste método € bloquear os efeitos de TGF-B1 na transdiferenciacao de
miofibroblastos e a conseqliente progressao da fibrose (para revisao ver Gressner
et al., 2002). Embora estes estudos tenham demonstrado resultados satisfatorios
no tratamento de fibroses hepaticas em animais, o numero de efeitos colaterais
limita a aplicagéo clinica em humanos.

Interferons (IFN) foram originalmente descobertos como agentes que
interferiam com a replicacdo viral. Inicialmente foram classificados de acordo com
o tipo celular que os secretavam, porém hoje sao classificados em Tipo 1 e Tipo 2,
de acordo com o seu receptor especifico. IFNy é o Unico membro pertencente ao
grupo 2, ndo tendo relagdo estrutural aos IFNs do Tipo 1. Inicialmente, acreditava-
se que o IFNy fosse produzido exclusivamente pelos linfécitos T CD4" Thi,
linfécitos T CD8" e células “natural killers” (NK), porém atualmente existem
evidéncias de que ele pode ser secretado por linfocitos B e células apresentadoras
de antigeno (monécitos/macréfagos e células dendriticas) (Schroder et al., 2004).
IFNYy foi inicialmente denominado de “fator ativador de macréfagos”, pois estimula
diretamente os mecanismos antimicrobianos e antitumorais destas células, bem
como regula as vias de processamento e apresentacdo de antigenos pelos
macréfagos. A producdo de IFNy é controlada por citocinas secretadas pelas

células apresentadoras de antigeno, principalmente interleulcina (IL) 12 e IL-18. O



reconhecimento dos patégenos pelos macréfagos induz a producao de IL-12,
funcionando como um agente quimiotatico para linfécitos T e células NK que
migram para o local inflamado e sintetizam niveis elevados de IFNy (Schroder et
al., 2004). Contudo, as atividades biolégicas de IFNy ndo se limitam a modulacéo
da resposta imune. IFNy exerce fungdes antiproliferativas e quimiotaticas em
varios tipos celulares, suprime a sintese de colageno por fibroblastos humanos e
inibe a ativacdo miofibroblastica de células hepaticas (Giannoupoulou et al., 2005).
Culturas celulares de fibroblastos intersticiais renais demonstraram uma intensa
inibicdo da expressao de a-SMA e fibronectina quando tratadas com IFNy (Strutz
et al., 2000). Giannoupoulo et al. (2005) demonstraram que IFNy inibe a resposta
fibrogénica de células epiteliais tubulares, evidenciada pela diminuicdo na
expressdao de a-SMA, fibronectina e do inibidor do ativador de plasminogénio 1
estimulada por TGF-B1. Tanaka et al. (2003), utilizando fibroblastos humanos,
observaram que quando estas células foram tratadas concomitantemente com
TGF-B1 e IFNy apresentavam uma inibicao consideravel na expressao e producao
de o-SMA. Hasegawa et al. (2002) demonstraram que fibroblastos dérmicos
normais tratados com 10 ng/ml de TGF-B1 transdiferenciavam em miofibroblastos.
Contudo, este fendtipo foi inibido com o tratamento concomitante com IFNy.
Alguns estudos in vivo confirmaram os efeitos antifibroticos de IFNy em modelos
animais e em pacientes com esclerose sistémica ou fibrose hepatica (Baroni et al.,
1996; Cornelissen et al., 2000; Desmouliere et al,, 2003; Carulli et al., 2005).
Baroni et al. (1996) utilizaram um modelo animal de desenvolvimento de fibrose
hepatica através do tratamento com dimetilnitrosamina e observaram que estes
animais ao serem submetidos ao tratamento concomitante com IFNy
apresentavam uma reducao na proliferacdo e ativagcdo dos miofibroblastos, que
foram acompanhadas por uma diminuicdo na deposicdo de MEC e na expressao
de mRNAs para colageno, fibronectina e laminina. A via de inibicdo de IFNy sobre
a atividade de TGF-B1 e seus efeitos fibrogénicos permanecem parcialmente

conhecidos. Estudos recentes vém sugerindo que IFNy é capaz de induzir a
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expressao de Smad 7 e inibir a cascata de ativacdo de TGF-B1. Ulloa et al. (1999)
demonstraram uma comunicacao entre as vias TGF-p/Smad e IFNy/STAT. Estes
autores demonstraram que IFNy aumenta rapidamente a expressdo de Smad 7
através da via Jak/Stat, causando uma inibicdo na fosforilacdo de Smad 3
mediada por TGF-1.

2.2. Aumento Gengival Induzido por CsA

CsA é um undecapeptideo ciclico, neutro, lipofilico e com intensa atividade
imunossupressora, que foi originalmente purificado dos extratos dos fungos
Topocladium inflatum e Cylindrocarpon Iucidum (Borel et al., 1976). CsA também
apresenta uma moderada atividade antifungica e antibacteriana. Como
medicamento profilatico para a prevencao da rejeicdo de transplantes alogénicos
de rim, figado e coracdo, CsA foi aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration, USA) no comeco dos anos 80 para uso isolado ou em combinacao
com esterdides, como citado na recente revisdo de Rezzani (2006). Nos ultimos
anos CsA também vem sendo usada com resultados satisfatorios no tratamento
de doencas de carater auto-imune, incluindo psoriase, artrite reumatoéide, doenca
de Crohn, entre outras (Gerards et al,. 2003; McDonald et al., 2005; Pedraz et al.,
2006; Pereira et al., 2006).

CsA pode ser administrada por via oral, intramuscular ou endovenosa. O
farmaco é comercializado para administragdo oral nas formas de capsula (com 25,
50 e 100 mg/capsula) ou solucdo (100 mg/ml), e para administracao injetavel
(concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 250 mg/5ml) com nomes comerciais de
Sandimmun Neoral e Sandimmun pela Novartis. Hoje no Brasil ja& se encontra o
seu correspondente genérico com capacidade de indugdo de imunossupressao
similar a versao classica (Ponticelli, 2004). Ap6s administracao oral, a principal via
de administracao da droga, CsA € absorvida principalmente no intestino delgado
com uma forte dependéncia de sais biliares, devido a sua caracteristica lipofilica, e
uma marcada variacao inter-individual. O pico da concentracado plasmatica ocorre

3-4 horas apds o uso da droga, com a vida média do farmaco entre 17-40 horas.
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Na corrente sangulinea, CsA esta principalmente conjugada as células (heméacias)
e lipoproteinas, com apenas 5% livre no plasma (Ho et al., 1996). A metabolizacéao
da CsA acontece no figado através das enzimas citocromos P-450-111A e P-450
hPCN3; (Maurer, 1985). Existem 14 produtos derivados do metabolismo da CsA,
embora apenas 3 sdo metabdlitos ativos em humanos. A grande maioria dos
metabdlitos é excretada via fezes, com apenas 10% sendo excretado na urina.
Para garantia de imunossupressao é recomendado que os niveis séricos de CsA
em pacientes transplantados variem entre 150 e 250 ng/ml nos primeiros 90 dias
do inicio do tratamento, com uma reducdo para 100-150 ng/ml nos periodos
posteriores.

O mecanismo de agédo da CsA consiste em inibir reversivelmente a resposta
imunolégica mediada por linfécitos T CD4*, bloqueando a sintese de IL-2 bem
como a producgao de IFNynecessaria para a ativagdo de macrofagos e monécitos.
Embora em pequena intensidade, CsA é capaz de suprimir a resposta imunolégica
humoral por afetar a proliferacdo e maturacdo de células B (Ho et al., 1996). A
inibicdo de IL-2 limita a amplificacdo clonal e a ativacdo funcional de linfocitos T
auxiliares (CD4") e citotéxicos (CD8"), além de interferir na produgdo de outras
citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, fator necrotizante de tumor (TNF) e fator
estimulador de coloénias de macréfagos (Ho et al.,, 1996). A atividade inibitoria de
CsA é dependente da associagdo com o receptor citoplasmatico ciclofilina, uma
proteina da familia das imunofilinas (Wang & Heitman, 2005). A ligacdo CsA-
ciclofilina forma um complexo ternario com calmodulina (uma serina/treonina
fosfatase dependente de célcio), bloqueando a capacidade de calmodulina de
regular a expressao génica de citocinas, em particular do fator nuclear (fator de
transcricao) de células T (NF/AT) (Kahan, 1999). Em oposto ao efeito inibidor que
CsA exerce sobre a producgao de IL-2, estudos recentes demonstram um estimulo
na producdo de TGF-B1, que pode estar envolvido com o desenvolvimento dos
principais efeitos colaterais associados ao uso do medicamento. Por exemplo,
TGF-B1 é considerado uma citocina chave na patogénese da nefropatia alografica
crénica, a principal causa de insucesso tardio de transplantes renais (Campistol et
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al., 2001). Além disso, foi demonstrado que CsA eleva os niveis de producdo de
TGF-B1, favorecendo a inducdo e promocao de tumores malignos (Hojo et al.,
1999; Tanaka et al., 2002).

O uso de CsA esta associado com um grande numero de efeitos colaterais
como nefro, hepato e neurotoxicidade, hipertensao, presenca de célculos biliares,
diabetes, alteragdo no metabolismo dsseo e hirsurtismo, além de infecg¢des
oportunistas associadas indiretamente a droga. Outros menos comuns efeitos
indesejaveis associados com CsA sao: inducédo de neoplasias, incluindo linfomas,
sarcomas de Kaposi e carcinomas espinocelulares, disturbios visuais, anemias e
depressdo. Porém, o efeito indesejavel de maior interesse para a area
odontolégica é o aumento gengival (Ciavarella et al., 2007).

O aumento gengival induzido por CsA é clinicamente caracterizado por um
crescimento lento, nodular e indolor, envolvendo primariamente as papilas
interdentais e as margens gengivais. A regido anterior e vestibular dos dentes séo
as areas mais afetadas (Seymour & Jacobs, 1992). Com a continuidade do uso da
droga pelo paciente, 0 aumento gengival progride podendo recobrir consideraveis
por¢cdes da coroa dental, interferido na oclusdo, fala e degluticdo, além de
ocasionar graves problemas estéticos (Seymour & Jacobs, 1992; Seymour, 2006).
Um estudo analisando 194 pacientes transplantados que faziam uso de CsA
demonstrou que 0s caninos sdo os dentes mais afetados (Thomason et al.,
1996a). A presenca de dentes parece ser necessaria para a indu¢dao do aumento
gengival, visto que individuos desdentados n&o apresentam crescimento tecidual.
Contudo, um recente estudo utilizando o modelo animal para a indugdo de
aumento gengival revelou em regides edéntulas um aumento na espessura da
mucosa que recobre 0s 0ssos alveolares apds o tratamento com CsA (Chen et al.,
2005). O aumento gengival ocorre em média 3 meses apds o inicio do tratamento
com a droga, embora existam casos que documentaram o desenvolvimento em
periodos bastantes precoces como 1 més apéds inicio da terapia (Vescosi et al.,
2005; Wright et al., 2005). A incidéncia do aumento gengival por CsA pode variar

de 8 a 81% entre os pacientes que fazem uso da droga, dependendo do critério
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utilizado para identificacdo do aumento gengival e do grupo de pacientes.
Contudo, uma criteriosa revisdo dos estudos publicados no assunto sugere uma
incidéncia geral préxima de 25-30%. Entdo, a ocorréncia dos aumentos gengivais
induzidos por CsA parece ser a metade da freqiiéncia dos aumentos gengivais
induzidos por fenitoina, e aproximadamente a mesma dos aumentos gengivais
induzidos por bloqueadores de canais de calcio (Bolichi et al, 1999). A
combinacao farmacologica de CsA e nifedipina, um bloqueador de canais de
célcio, é freqlente e aumenta em 50% a prevaléncia dos aumentos gengivais,
refletindo também na gravidade da lesdo (Dongari-Bagtzoglou, 2004; Kataoka, et
al., 2005).

A grande variabilidade na incidéncia tdo quanto na gravidade do aumento
gengival induzido por CsA parecem ser dependentes da dosagem e tempo de
utilizagdo da droga, controle da placa bacteriana, niveis de inflamagéo gengival,
susceptibilidade genética do individuo e capacidade de metabolismo da droga
(Vescosi et al., 2005). Alguns estudos sugerem que a placa bacteriana funciona
como um reservatorio de CsA, potencializando seus efeitos localmente (Niimi et
al., 1990). E sugerido que um efetivo controle na remocéo da placa bacteriana e
dos irritantes locais pode reduzir a gravidade do aumento gengival e prevenir a
recorréncia da lesdo. Contudo, alguns estudos tém falhado em encontrar uma
correlacdo entre a presenca de placa bacteriana e a gravidade do aumento
gengival. Adicionalmente, uma excelente higienizagdo dental com efetivo controle
de placa bacteriana parece nao prevenir a inducdo do aumento gengival por CsA
(Seymour & Smith, 1991).

Outro aspecto que contribui para a grande variabilidade na incidéncia dos
aumentos gengivais é o tipo de 6rgao transplantado. Enquanto a prevaléncia é
elevada em pacientes receptores de transplantes de 6rgaos solidos como rins, a
incidéncia € extremamente baixa (~2%) em receptores de medula dssea. A idade
do paciente é outro fator que pode influenciar na incidéncia e gravidade do
aumento gengival. Criangas e adolescentes sdo mais acometidos por aumento

gengival quando fazem uso da droga comparado com adultos, sugerindo uma
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possivel relacdo entre CsA, hormdnios sexuais e metabolismo do fibroblastos
gengivais (Wright et al., 2001). Embora seja bem estabelecido que os horménios
sexuais possam influenciar o metabolismo do tecido periodontal, os mecanismos
por tras destes efeitos permanecem desconhecidos. Interessantemente, alguns
estudos tém sugerido que testosterona apresenta um papel importante nos
aumentos gengivais induzidos por nifedipina e fenitoina (Sooriyamoorthy & Gower,
1989; Sooriyamoothy et al., 1990) e na FGH (Coletta et al., 2002).

Alguns estudos avaliaram a influéncia dos aspectos genéticos na
predisposicao ao desenvolvimento e na gravidade dos aumentos gengivais
induzidos por CsA. Individuos que expressam o antigeno do linfécito humano
(HLA) do tipo DR1 (HLA-DR1) apresentaram certo grau de protecdo ao
desenvolvimento do aumento gengival induzido por CsA, enquanto que individuos
com os gendtipos HLA-DR2, HLA-A19 e HLA-B37 foram mais susceptiveis ao
desenvolvimento do aumento gengival (Thomason et al, 1996b). Recentes
estudos demonstraram uma significante associagdo entre polimorfismo do gene
TGF-B1 e o aumento gengival induzido por CsA (Linden et al., 2001; Radwan-
Oczko et al., 2006). Linden et al. (2001) demonstraram que os individuos
heterozigotos na posicdo +915, cédon 25 de TGF-B1 (um alelo expressando
arginina e outro prolina) que faziam uso de CsA apresentavam um aumento
gengival significantemente mais grave que individuos homozigotos. Similarmente,
pacientes com polimorfismo no cédon 10 (posicao +869) de TGF-B1 e produtores
de niveis elevados desta citocina foram considerados um fator de risco para o
desenvolvimento do aumento gengival ap6s uso de CsA (Radwan-Oczko et al.,
2006).

As caracteristicas histolégicas dos aumentos gengivais induzidos por CsA
sdo similares aos aumentos gengivais induzidos por outras drogas e aos
aumentos encontrados em pacientes com FGH, e compativeis com uma alteragéao
na quantidade de tecido conjuntivo fibroso. O tecido conjuntivo é caracterizado por
um acumulo excessivo de feixes de fibras colagenas arranjadas em todas as

direcbes, 0s quais sdo permeados por um grande numero de vasos sanglineos e
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graus variados de células inflamatérias. A principal célula inflamatéria é o
plasmécito, com um pequeno numero de linfocitos que se localizam principalmente
préximo ao epitélio juncional. Areas focais de degeneracdo mixomatosa do tecido
conjuntivo fibroso tém sido observada em regides subjacentes ao tecido epitelial
(Spolidorio et al., 2001; Mariani et al., 2004). Avaliagcdes histomorfométricas tém
confirmado que os aumentos gengivais induzidos por CsA sao resultados de um
significante aumento no numero de fibras coladgenas e outros componentes da
MEC. Contudo, estas analises sdo controversas quanto ao aumento na densidade
de fibroblastos no tecido conjuntivo (Spolidorio et al., 2001). Nossos resultados
prévios demonstraram um significante aumento na densidade de fibroblastos em
aumentos gengivais induzidos por CsA em ratos e, mesmo ap6s 90 dias da
parada do tratamento, a densidade dos fibroblastos foi maior que o tecido gengival
controle (Spolidorio et al., 2001). A analise ultra-estrutural do tecido conjuntivo dos
aumentos gengivais induzidos por CsA revelou a presenca de fibroblastos com
uma intensa atividade de sintese e secregcdo protéica, sugerindo um aspecto
miofibroblastico (Yamazaki et al., 1987).

Recobrindo o tecido conjuntivo encontra-se um epitélio pavimentoso
estratificado paraqueratinizado com variados graus de hiperplasia e com formacao
de longas e delgadas criptas que se adentram ao tecido conjuntivo subjacente
(Spolidorio et al., 2001). Embora tenha sido demonstrado um significante aumento
no numero de células de Langerhans intra-epitelialmente e imediatamente
adjacente aos sitios inflamados (Savage et al.,, 1987), um recente estudo sugeriu
que estas células sédo funcionalmente incompetentes, devido a auséncia de
granulos de Birbeck (Mariani et al., 2004).

Os mecanismos biologicos envolvidos na etiopatogénia dos aumentos
gengivais induzidos por CsA permanecem desconhecidos, contudo nossos
conhecimentos estao evoluindo. Inumeros estudos tém demonstrado que CsA e
seus metabdlitos ativos exercem seus efeitos diretamente sobre os fibroblastos
gengivais (Cotrim et al; 2003, Bostrom et al, 2005) e, como apenas

aproximadamente 30% dos usuarios de CsA desenvolvem o aumento gengival, é
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hipotetizado que CsA ativa ou seleciona subpopulacées especificas de
fibroblastos. Como ponto de unanimidade existe que CsA altera os processos de
metabolismo e/ou catabolismo de colageno. Diversas caracteristicas que
controlam estes fendmenos como cinética de crescimento celular, producao de
citocinas e fatores de crescimento, atividade fagocitaria, indugdo de apoptose,
expressdao de MMPs e seus inibidores teciduais (TIMPs), além da propria analise
na produgao de colageno tém sido estudadas em culturas celulares de fibroblastos
tratadas com CsA. CsA estimulou a proliferacao celular de fibroblastos gengivais
em concentragcdes similares aos niveis séricos de pacientes que fazem o uso da
droga (100 e 200 ng/ml). Porém, em concentragcdes elevadas (400 e 800 ng/ml), a
proliferacdo dos fibroblastos gengivais foi inibida (Cotrim et al, 2003). Estes
autores também demonstraram que o efeito de CsA na inducdo da proliferagao
celular é dependente de TGF-B1, visto que o bloqueio de TGF-B1 com
oligonucleotideos antisense preveniu o efeito de CsA na estimulacdo da
proliferacdo celular. Em corroboracdo, a capacidade de CsA em estimular a
sintese de DNA e a proliferacdo celular foram confirmadas em outros estudos
(Yoshida et al., 2005; Chae et al., 2006) e esta habilidade foi mantida mesmo na
presenca dos lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, que normalmente inibem a
proliferacdo de fibroblastos gengivais (Bartold, 1989). Recentemente, Yoshida et
al. (2005) demonstraram em culturas celulares de tecido gengival de ratos que o
efeito de CsA na inducao da proliferagao celular € acompanhado por um aumento
na expressao de fatores de crescimento, como TGF-f1 e FGF-2. Contudo, um
estudo demonstrou que o efeito de CsA na proliferacao de fibroblastos gengivais é
variavel e dependente da linhagem celular. Este estudo demonstrou que CsA
estimulou, inibiu ou ndo modificou a proliferagcao celular (para revisdo ver Hallmon
& Rossmann, 1999).

Como citado anteriormente, o acumulo de tecido conjuntivo fibroso,
principalmente colageno, € um resultado encontrado com freqiiéncia em estudos
envolvendo o aumento gengival induzido por CsA. Segundo alguns autores, este
acumulo é resultado de uma excessiva producédo de colageno acompanhada por
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uma inibicdo na sua degradacao. Gagliano et al. (2004) demonstraram que
culturas celulares de fibroblastos de GN quando submetidas ao tratamento com
CsA estimulavam a expressao e producdo de colageno tipo I, acompanhado por
uma diminuicdo na produgcao de MMP-1, a principal enzima responsavel pela sua
degradacdo. Kataoka et al. (2000), utilizando tecidos gengivais de ratos tratados
com CsA, observaram através de analises imunohistoquimicas, um aumento
gradativo na densidade dos feixes de fibras de colageno tipo I, o qual foi
acompanhado por uma diminuicdo na expressao das colagenases. Alguns estudos
demonstraram uma significativa inibicao da atividade das MMPs devido a acéao de
CsA. Bolzani et al. (2000) demonstraram uma intensa diminui¢cdo na atividade de
MMP-1 e MMP-2 em tecidos gengivais de ratos Wistar tratados com CsA. Estes
autores também observaram uma diminuicao na atividade gelatinolitica de MMP-2
e na producdo de MMP-1 e MMP-3 em culturas celulares humanas de GN tratadas
com CsA. Cotrim et al. (2002) demonstraram uma inibicdo na expressao de MMP-
1 e MMP-2 por culturas celulares humanas tratadas com CsA em uma maneira
dose-dependente. Contudo, alguns estudos demonstraram que o acumulo de
colageno nos aumentos gengivais induzidos por CsA nao se deve somente a um
aumento na sua expressao ou degradacao através de MMPs, pois ha uma inibicao
do processo de fagocitose mediado por fibroblastos. Arora et al. (2001)
demonstraram uma diminuicdo da atividade fagocitaria de fibroblastos gengivais
quando submetidos ao tratamento com CsA. Um estudo realizado in vivo em
tecidos gengivais de ratos submetidos ao tratamento com CsA demonstrou que a
inibicao da atividade fagocitaria dos fibroblastos gengivais € acompanhada por um
acumulo excessivo de tecido conjuntivo fibroso (Kataoka et al., 2000).

Pesquisas realizadas em humanos e em modelos animais sugerem que 0s
efeitos colaterais associados ao uso de CsA sao decorrentes da capacidade da
droga estimular a expressao de TGF-1. Estudos in vitro demonstraram que CsA é
capaz de estimular a sintese de TGF-1 em linfécitos T, células proximais
tubulares e em fibroblastos tubulo-intersticiais (Shin et al, 1998; Waiser et al.,

2002). Modelos animais realizados em ratos e coelhos demonstraram um aumento
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na expressao de TGF-B1 nos compartimentos tubolo-intersticial e vascular quando
submetidos ao tratamento com CsA (Chen et al, 2005). Waiser et al. (2002)
demonstraram que o aumento na expressdao de TGF-B1 é dose e tempo
dependente em culturas de células mesenquimais renais de ratos tratadas com
CsA. Nossos estudos realizados em culturas celulares de fibroblastos de GN
demonstraram que CsA, em concentragdes similares aos niveis séricos de
pacientes que fazem uso da droga, estimula a expressao e producao de TGF-B1,
que de uma maneira autécrina, inibe significativamente a producéo e atividade de
MMPs, sugerindo que TGF-B1 é um regulador chave dos mecanismos bioquimicos
associados a patogénese do aumento gengival induzido por CsA (Cotrim et al.,
2002). Nés também demonstramos que a proliferacao dos fibroblastos gengivais é
influenciada via inducao de TGF-B1, visto que ao bloquear os efeitos deste fator,
os efeitos de CsA sobre a proliferacao celular é significantemente reduzido (Cotrim
et al., 2003). Adicionalmente, Spolidorio et al. (2005) demonstraram um aumento
dos niveis de TGF-B1 na saliva de ratos tratados com CsA.

O principal tratamento para o aumento gengival induzido por CsA continua
sendo cirargico, com a realizacdo das técnicas de gengivectomia e gengivoplastia.
O tratamento a laser também esta sendo utilizado para a excisdao do tecido
gengival, porém o uso desta técnica dispende custos maiores. O uso de
antibiodticos topicos e sistémicos para reduzir a severidade da condi¢ao e prevenir
as recorréncias depois da cirurgia vem sendo estudado. Um pequeno grupo de
pacientes transplantados renais que desenvolveram o aumento gengival apés a
utilizacdo de CsA responderam de forma satisfatéria ao tratamento sistémico por 7
dias com metronidazol (Seymour, 2000). Azitromicina € outro medicamento que
vem sendo avaliado para o tratamento desta condicdo, demonstrando resultados
satisfatorios quando utilizado em periodos precoces da doencga, na dosagem de
500 mg/dia (Gomez et al., 1997; Kwun et al, 2003). Um estudo recente
demonstrou resultados benéficos aos pacientes com aumento gengival induzido
por CsA ao adicionar azitromicina ao creme dental (Argani et al., 2006).

19



3. Proposicao
Os objetivos deste estudo foram:

1. Avaliar os efeitos de TGF-B1 na transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais
em miofibroblastos e analisar a importancia da ativacdo de CTGF para este
processo.

2. Determinar os efeitos de IFNy na transdiferenciacéo dos fibroblastos de GN em
miofibroblastos e compreender os mecanismos de acdo deste fator neste
processo.

3. Caracterizar a presenca dos miofibroblastos em aumentos gengivais induzidos

por CsA em ratos Wistar e determinar in vitro os mecanismos de acdo de CsA
neste processo.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Aprovacoes dos Comités de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos e animais,
deliberagcdes do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba-UNICAMP (processo 141/2006) (Anexo) e da Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal, CEEA-IB-UNICAMP (processo 723-1) (Anexo).

4.2. Culturas Celulares Humanas e Tratamentos

Culturas celulares primarias de fibroblastos humanos de GN e de FGH
foram previamente estabelecidas e encontravam-se armazenadas em nitrogénio
liquido no Laboratério de Cultura Celular da Area de Patologia Oral da FOP-
UNICAMP. A células foram descongeladas e cultivadas em meio de cultura de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) acrescido
de 10% de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab Ltda, Campinas, SP), 100 pg/ml de
penicilina e 120 pg/ml de kanamicina sulfatada e mantidas a 37°C em uma
atmosfera umida contendo 5% CO..

IFNy e TGF-B1 liofilizados (R&D Systems, Mineapdlis, MN, EUA) foram
dissolvidos em meio de cultura, aliquotados e armazenados a -80°C. Para avaliar
o efeito destas citocinas na transdiferenciacdo dos miofibroblastos, as células
foram mantidas em meio de cultura contendo 0,1% de FBS e TGF-B1 nas
concentragdes variando de 0 a 10 ng/ml ou IFNy nas concentracdes de 0 a 10°
U/ml durante 3 dias. Para avaliar a influéncia do tempo na agao das citocinas, as
células foram tratadas com TGF-B1 na concentragcdo de 10 ng/ml e IFNy na
concentragdo de 10° U/ml por 1, 2 e 3 dias. Tratamentos concomitantes com TGF-
B1 e IFNytambém foram realizados.

Para determinar o efeito de CsA (50 mg/ml, Sandimmun-Novartis, Brasil), a
droga foi diretamente adicionada ao meio de cultura contendo 0,1% de FBS nas
concentracdes de 200 e 1000 ng/ml e mantida por um periodo de 5 dias. No
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terceiro dia um meio de cultura novo contendo as mesmas concentracdes de CsA

foi adicionado as células.

4.3. Modelo Animal de Inducao do Aumento Gengival

Vinte ratos Wistar machos provenientes do Biotério Central da UNICAMP
foram divididos em 2 grupos: grupo controle que recebeu injecées subcutaneas
diarias de solucao salina e o grupo tratado que recebeu injegcdes subcutaneas
diarias de CsA (50 mg/ml, Sandimmun-Novartis, Brasil) na concentracdo de 10
mg/Kg. O tratamento foi mantido por 60 dias, sendo que o peso dos animais foi
conferido semanalmente para ajuste do volume da droga. Transcorrido o periodo
do tratamento, os animais foram sacrificados, o tecido gengival cuidadosamente
removido da regido vestibular e lingual/palatina dos molares superiores e inferiores
e fixado em solugédo aquosa contendo 10% formalina tamponada com PBS (salina
tamponada com fosfato). Apdés 6 h de fixacdo, o material foi desidratado,
diafanizado e embebido em parafina. Cortes histol6gicos de 3 um foram corados
em hematoxilina & eosina (H&E) ou submetidos a reacdes de imunohistoquimica.
O tecido gengival de 2 animais adicionais de cada grupo foram imersos em meio
de cultura e utilizados para estabelecimento das culturas celulares, como descrito
abaixo.

4.4. Estabelecimento das Culturas Celulares de Fibroblastos Derivadas de
Aumentos Gengivais Induzidos por CsA em Ratos

Os fragmentos gengivais removidos durante o procedimento cirurgico foram
imediatamente imersos em DMEM acrescido de 10% FBS, 125 mg/ml ampicilina e
50 ng/ml anfotericina B a 4°C e levados imediatamente a geladeira, onde foram
mantidos por 16 h. Os fragmentos foram lavados 3 vezes na mesma solucao,
cortados em fragmentos de aproximadamente 1 mm?® e transferidos para frascos
de cultura de 25 cm? que foram mantidos a temperatura de 37°C, atmosfera
umida contendo 5% CO,. O crescimento celular foi monitorado diariamente e o

meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular.
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Apos atingirem a confluéncia, as células foram subcultivadas com procedimentos

de rotina.

4.5. Imunohistoquimica

As reacgdes de imunohistoquimica para a-SMA foram realizadas utilizando o
método indireto com o sistema de amplificacdo ABC. Resumidamente, os cortes
histologicos foram diafanizados em xilol por 30 min em estufa a 60°C e em
temperatura ambiente por mais 20 min. Posteriormente foram hidratados em
concentracdes decrescentes de etanol, lavados em agua destilada e incubados
com solucao aquosa de peroxido de hidrogénio a 10% em 5 trocas de 5 min com a
finalidade de bloquear a peroxidase endégena. Previamente a incubagdo com o
anticorpo primario anti-o-SMA humano (clone 1A4, Dako Corp., Carpeteria, CA,
EUA) na concentracdao de 1/400, os cortes foram submetidos a recuperacao
antigénica através do tratamento com 10 mM de 4&cido citrico pH 6,0 e
aquecimento em microondas em 2 ciclos de 12 min. Em seguida, os cortes foram
lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario conjugado a biotina na
diluicdo de 1/500 por 30 min a 37°C. ApGs nova lavagem em PBS, os cortes foram
incubados com o complexo estreptavidina-biotina na diluicado de 1/500 por 30 min
a 37°C (Strept ABC Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit, Dako). A reacgao foi
revelada com solucdo aquosa de 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB,
Sigma, St. Louis, MO, EUA) na concentracdo de 120 mg/ml acrescida de 0,01%
de peréxido de hidrogénio e 0,01% dimetil sulféxido (DMSO). As laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Carazzi. Controles negativos foram

realizados com a omissao do anticorpo primario.

4.6. Analise de Western Blot
A técnica de western blot foi utilizada para analise da producdo do
marcador especifico da transdiferenciacdo de miofibroblastos o-SMA. Culturas

celulares foram coletadas, lavadas em PBS e incubadas com tampao de lise RIPA
(50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% deoxicolato
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de sbdio, 0,5% sédio dodecil sulfato (SDS), 1 mM fluoreto de metilfenilsulfonil
(PMSP), 1 mM N-etilmaleimida, 1 mM ditiotreitol (DTT), 10 mg/ml inibidor de
tripsina, 1 mg/ml leupeptina e 1 mg/ml aprotinina). Apds centrifugacdo e
determinacao da dosagem protéica pelo método de Bradford (Bradford, 1972), 50
ug de proteina total de cada amostra foram misturados com tampao de amostra
redutor (2% SDS, 125 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glicerol, 0,001% azul de
bromofenol e 20% DTT), fervidos por 10 min e separados eletroforeticamente em
gel 10% SDS-PAGE (Laemmli, 1970). O material eletroforizado foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose (poro de 0,45 mm; Invitrogen). As membranas
foram tratadas por 2 h a temperatura ambiente ou por 16 h a 4°C com PBS
acrescido de 10% leite desnatado e incubadas com anticorpos anti-a-SMA (Dako)
por 2 h. Ap6s lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado a enzima peroxidase e reveladas com o kit de quimioluminescéncia
seguindo as recomendacdes do fabricante (Amershan Pahrmacia Biotech,
Arlington Heighs, IL, EUA). A membrana foi entdo envolta por plastico e exposta
ao filme radiografico.

4.7. Analise Semi-Quantitativa de Transcriptase Reversa-Reacao em Cadeia
da Polimerase (RT-PCR)

RNA foi extraido das culturas celulares pelo uso da técnica de isotiocianato
de guanidina (Chomezynshi & Sachi, 1987). Em esséncia, células foram lavadas
em PBS e incubadas com TRIzol (Invitrogen) por 5 min. Apds lise celular, as
amostras foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno (livres de
RNase e DNase) e 0,2 ml de cloroférmio por mililitro de solucao desnaturante foi
adicionado. Apos centrifugacao, a fase aquosa contendo o RNA foi transferida
para tubos limpos e adicionado 0,5 ml de alcool isopropilico por mililitro de solugéo
desnaturante. A concentracdo e pureza dos RNAs foram determinadas por
espectrofotometria a 260/280 nm (espectrofotbmetro Genesys 2, Spectronic Inst.,
Rochester, NY, EUA), enquanto que a integridade foi verificada em gel de
agarose/MOPS/formaldeido.
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Trés microgramas de RNA total foram transcritos reversamente a cDNA
depois de misturados a uma solugédo contendo 1 pl de Oligo-dT (0,5 mg/ml), 4 ul
de 5x tampao de sintese (200 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI), 1 ul da mistura
de dNTPs, 2ul de 0,1 M de DTT, 1 ul de RNAase OUT (Invitrogen) e 1 pl de
Superscript I RT (200 U/ul; Invitrogen). A mistura foi incubada por 50 min a 42°C e
posterior 15 min a 70°C. O cDNA resultante foi amplificado em um termociclador
(modelo 9600, Applied Biositems, Foster City, CA, EUA) em uma reagdao composta
por 1 uM de cada primer, 2 mM MgCl,, 0,8 mM dNTPs e 0,025 U/ul Tag DNA
polimerase. A média linear de amplificacdo para cada gene foi determinada
através da realizacao de seis reagdes iguais, porém amplificadas por diferentes
nameros de ciclos (20, 25, 30, 35, 40, 45 ciclos). Para todos os genes, foi
selecionado o ciclo que se encontrava na fase exponencial da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Seqléncias dos primers e condigcdes das reacoes de PCR
sao descritas na tabela 1. Os produtos de PCR foram corados com brometo de
etideo e separados eletroforeticamente em gel de 1% agarose/TAE (tampao Tris-
Acido acético-EDTA).
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Tabela 1. Seqliéncias dos primers e condi¢cdes das reacdes de RT-PCR

Gene Sequéncia (5’-3’) Temperatura de Numerode  Tamanho do
Anelamento (°C) Ciclos Produto (pb)
F:GCTCACGGAGGCACCCCTGAA
o-SMA R:GTCATAGGACATTGTTAGCAT 61 40 589
F:CTGGCAAAGAAGGCGGCAAA
Colageno tipo 1 R:CTCACCACGATCACCACTCT 58 25 503
F:AAGTGGATCCAGGAGCCCAA
TGF-B1 R:GCTGCACTTGCAGGAGCGCAC 55 30 247
F:AACTATGATTAGAGCCAACTGCCTG
CTGF R:TCATGCCATGTCTCCGTACATCTTC 55 35 477
F:GCTACCAACTCCCTCATCACT
Smad 6 R:CGTCGGGGAGTTGACGAAGAT 58 35 262
F:CGTCCACGGCTGCTGCATAA
Smad 7 R:ATGCTGTGCCTTCCTCCGCT 58 30 293
F:GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH R:GAAGATGGTGATGGGATTTC 55 30 226
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4.8. Imunofluorescéncia

Células foram plaqueadas em uma lamina de cultura celular de 8 pocos
(Lab Tek, Nunk, Naperville, IL, EUA) contendo 5x10° células por pogo e incubadas
a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, por 24 h. Seguindo a incubagao
por 3 dias em meio contendo 0,1% de FBS e 10 ng/ml de TGF-B1 e/ou 10° U/ml
de IFNy, as células foram lavadas em PBS e fixadas em etanol a 70% por 15 min.
Para prevenir ligagdes inespecificas, as células foram bloqueadas com 3%
albumina sérica bovina (BSA, Sigma) em PBS por 1 h. As células foram incubadas
por 1 h com o anticorpo anti-a-SMA em uma diluicdo de 1:100, seguido pela
incubagdo com o anticorpo anti-lgG conjugado com fluoresceina (Vector Labs,
Burlin-Game, CA, EUA) em uma diluigdo de 1:250. As células foram montadas
com Vectashield contendo DAPI (Vector Labs) e examinadas em um
fotomicroscopio equipado com epifluorescéncia (DMR Microscope, Leica
Microsystem, Nussloch, Germany). Para a geracao das imagens fluorescentes, as
células foram estimuladas com feixe de luz a 480/40 nm e foram coletadas com
filtro de passagem em banda de 527/30. Células ndo incubadas com o anticorpo

primario foram usadas como controle negativo da reacao.

4.9. Citometria de Fluxo

Apoés tripsinizacdo, a suspensdo celular foi fixada em etanol a 70% e
incubada com anticorpos anti-a-SMA e anti-IgG conjugado a fluoresceina como
descrito anteriormente. As células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e
analisadas em um citbmetro de fluxo FACScalibur equipado com laser de argénio
(Becton Dickison, San Jose, CA, EUA). Um numero minimo de 10.000 eventos foi
coletado em cada amostra e apenas as células com caracteristicas de fibroblastos
intactos foram incluidas na analise. A porcentagem de células positivas para o-
SMA foi calculada com o auxilio do software CellQuest (Becton Dickison). E
importante ressaltar que os experimentos de citometria de fluxo foram realizados

em nosso laboratorio em Piracicaba, mas analisados no citbmetro de fluxo do
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laboratério do Dr. Anibal Vercessi, na Faculdade de Medicina-UNICAMP, em
Campinas.

4.10. ELISA para Colageno Tipo |

Para determinar a atividade dos miofibroblastos, a producdo de colageno
tipo | foi avaliada por ELISA. Resumidamente, apds tratamento o meio de cultura
foi coletado e as células foram lisadas em 0,5 M &cido acético por 30 min a 4°C. O
meio de cultura e as células foram misturados, liofilizados e reconstituidos em
acido acético. As amostras foram diluidas 100 vezes e aplicadas para sensibilizar
placas de ELISA de 96-pocos por 2 h. Os pocos foram lavados e sitios ligantes
nao-especificos foram bloqueados com BSA a 3% em PBS por 2 h. Ap6s 3
lavagens com solucdo de PBS contendo Tween 20 a 1%, foi adicionado os
anticorpos anti-colageno tipo | humano conjugado a biotina (Chemicon Int.,
Temecula, CA, EUA) na diluicdo de 1:2.000 por 2 h. ApGs outra etapa de lavagem,
foi adicionado estreptavidina conjugada a peroxidase (Vector Labs) na
concentracdo de 1:500 por 1 h. As reac¢des foram reveladas pela adicdo de 200 pl
da solucéo de 0,2 mg/ml de o-fenilenodiamina em 0,1 M de tampao fosfato-citrato
pH 5.0 contendo 0,05% H20.. A reacéo foi finalizada pela adicdo de 2 N H,SO4 e a
absorbancia avaliada a 490 nm utilizando um leitor automatico de ELISA (Bio Rad,
Hercules, CA, EUA). Paralelamente, outra placa foi conduzida da mesma maneira
e utilizada para determinar o nimero de células por pog¢o. Uma curva padrao foi
construida utilizando colageno tipo | purificado da placenta humana (Chemicon
Int.) e os valores expressos como ng de colageno tipo l/célula.

4.11. Técnica de RNA de Interferéncia (siRNA-small interference RNA)

Para determinar o papel de CTGF na transdiferenciagdo dos fibroblastos
gengivais em miofibroblastos via TGF-$1, n6s examinamos o efeito da transfeccao
de siRNA CTGF na expressao de a-SMA induzida por TGF-B1. As moléculas de
RNA foram quimicamente sintetizadas, aneladas e purificadas industrialmente
(Invitogen). Foram utilizadas 3 sequéncias alvo para CTGF (NM_001901),
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correspondentes aos nucleotideos 746-770 (5° AAA CGT GTC TTC CAG TCG
GTA AGC C 3’), 1027-1051 (5° TTA GCT CGG TAT GTC TTC ATG CTG G 3) e
1135-1159 (5° ATC ATG TTC TTC TTC ATG ACC TCG C 3’). Resumidamente,
fibroblastos da linhagem GN1 foram plagueados a uma confluéncia de 50% e
transfectados com 100 nM da mistura contendo partes iguais das 3 sequéncias de
siRNA CTGF, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com as
especificacoes do fabricante. Em paralelo, células foram transfectadas com uma
seqUéncia ndo-especifica de siRNA, o qual continha a mesma proporcdo de
nucleotideos citosina e guanina para ser usado como controle negativo da reagéo.
Depois de 30 h de transfeccao, as células foram lavadas em PBS e incubadas
com TGF-B1 por 48 h. As condicdes do experimento foram as seguintes:
seqUéncia nao-especifica do siRNA, seqliiéncia nao-especifica do siRNA mais 10
ng/ml de TGF-B1 e siRNA CTGF mais 10 ng/ml de TGF-B1. Os niveis de mRNA
para CTGF foram analisados por RT-PCR e os niveis protéicos de a-SMA foram

analisados por western blot.

4.12. Analise Densitométrica

Para quantificacdo das bandas dos ensaios de RT-PCR, os géis foram
documentados e analisados no sistema de fotodocumentagdo Kodak Digital
Science™ equipado com a camera digital DC120 e com o programa 1D Image
Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). Os filmes radiograficos
contendo os resultados dos ensaios de western blot foram escaneados no
Scanner Model GS-700 Imaging Densitometer (Bio Rad) e as bandas analisadas
com auxilio do programa Molecular Analyst™ (Bio Rad). O valor da densidade
Optica foi calculado levado em consideragdo a area e a intensidade de cada
banda. A normalizacdo foi realizada dividindo o valor da densidade Optica da
banda de interesse pelo valor do gene/proteina controle (GAPDH para os ensaios
de RT-PCR e B-actina para os ensaios de western blot).
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4.13. Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados, pelo menos, 2 vezes. Os
resultados utilizados na comparacao estatistica representam a média + desvio
padrdao de 3 repeticbes independentes. Em todas as analises, p<0,05 foi

considerado como indicativo de diferenca estatisticamente significante.
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5. Resultados
5.1. TGF-B1 Induz a Transdiferenciacao de Miofibroblastos Metabolicamente
Ativos em Culturas Celulares de Fibroblastos de GN

Muitos estudos sugerem que TGF-B1 é um potente indutor da
transdiferenciagdo de miofibroblastos, porém o seu efeito em culturas celulares de
gengiva e 0 seu exato mecanismo de acdo permanecem desconhecidos. Para
avaliar o efeito de TGF-B1 na transdiferenciacdo de miofibroblastos em culturas
celulares de GN, a linhagem de fibroblastos GN1 foi incubada com concentragbes
crescentes de TGF-B1 e por varios periodos de tempo em meio de cultura
contendo niveis reduzidos de FBS (concentracao de 0,1%). Seguindo o periodo de
incubacgao, as células foram coletadas e utilizadas para a extracdo de RNA e
analise por RT-PCR ou para a extracao de proteina total e andlise por western
blot. Nestes experimentos a identificacdo dos miofibroblastos foi determinada pela
quantificacao da expressao e producao de a-SMA. Como revelado na Figura 1A e
1C, TGF-B1 induziu a expressao de a-SMA em uma maneira dependente da dose,
com uma estimulacdo méaxima de 10 vezes sobre células controle (ndo
estimuladas com TGF-B1) na concentracdo de 10 ng/ml. Interessantemente, a
analise por western blot revelou que TGF-B1 induz a producao de a-SMA apenas
nas concentracdées de 1 e 10 ng/ml (Fig. 1B). Na concentracao de 1 ng/ml de TGF-
B1 a inducdo foi pequena, enquanto que na concentracdo de 10 ng/ml a
estimulacdo de a-SMA foi aproximadamente 10 vezes maior comparada com
células controle (Fig. 1D). Adicionalmente, observou-se que a indugdo da
transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos por TGF-B1 é
tempo-dependente, com um maximo de estimulacdo da transdiferenciacao apés
72 h de tratamento (Fig. 2). Em um periodo de 24 h, a indugdo de o-SMA por
TGF-B1 foi minima. Estes resultados sugerem que a inducdo da
transdiferenciagdo de miofibroblastos por TGF-B1 em culturas de fibroblastos
gengivais é dependente da dose e do tempo de incubagdo, com uma
concentracdo minima de TGF-B1 sendo necesséria para este processo.
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O efeito de TGF-B1 na distribuicdo e proporcao de células positivas para o-
SMA foi examinado por imunofluorescéncia e citometria de fluxo. Culturas de
fibroblastos gengivais demonstraram uma pequena proporcao de células com uma
marcacao perinuclear para a-SMA. O tratamento com 10 ng/ml de TGF-B1 por 3
dias induziu o aparecimento de uma marcacdo com um intenso padréo estriado
percorrendo toda a extensdo do citoplasma celular (Fig. 3), o qual correlaciona
com o padrao de fibras do estresse previamente descrito (Serini & Gabbiani,
1999). Células com um padrao perinuclear também foram observadas em culturas
tratadas com TGF-B1. Interessantemente, células negativas para a expressao de
o-SMA foram observas em culturas estimuladas ou nédo por TGF-B1. Como
esperado, células tratadas com TGF-B1 demonstraram uma maior intensidade e
um maior numero de células positivas para a-SMA comparado com células
controle (Fig. 4). Apds o tratamento com TGF-B1, culturas de GN demonstraram
mais de 90% das células positivas para a-SMA.

Miofibroblastos sdo caracterizados por apresentarem uma intensa sintese
de componentes da MEC, fatores de crescimento e proteases (Serini & Gabbiani,
1999; Phan, 2002). Para determinar se o efeito de TGF-B1 na transdiferenciacao
dos miofibroblastos em culturas de fibroblastos gengivais € acompanhado por um
aumento na atividade metabdlica destas células, nds avaliamos a expressao e
producdo de colageno tipo | por RT-PCR e ELISA, respectivamente. Apos 3
repeticdbes dos experimentos, observa-se que a transdiferenciacao celular foi
acompanhada por um aumento transcricional e traducional da producédo de
colageno tipo | (Fig. 12). A produgao de colageno tipo | foi aproximadamente 4
vezes superior em miofibroblastos (células GN1 tratadas com TGF-B1) comparada
com culturas ndo tratadas usadas como controle. Estes resultados demonstram
que TGF-B1 induz a transdiferenciacdo de miofibroblastos metabolicamente ativos

quando adicionado as culturas celulares de fibroblastos gengivais.
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5.2. TGF-B1 Induz a Transdiferenciacao dos Miofibroblastos em uma Via
Dependente de CTGF

Recentes estudos tém demonstrado que o efeito de TGF-f1 na
transdiferenciacao dos miofibroblastos é dependente da estimulagao transcricional
de CTGF (Garret et al., 2004; Zhang et al., 2004). Para examinar o efeito de TGF-
B1 na expressdo de CTGF, a linhagem celular GN1 foi incubada com
concentragdes crescentes de TGF-B1 e a expressao de CTGF mRNA foi analisada
por RT-PCR. Como demonstrado na Fig. 5A, a expressdo de CTGF foi
significantemente induzida por TGF-B1 nas concentracdes de 0,01 a 10 ng/ml.
Para melhor caracterizar este efeito, culturas de GN1 foram incubadas com 10
ng/ml de TGF-B1 por periodos de 0, 12, 24, 48 e 72 h. A expressao de CTGF foi
estimulada apés 12 h de incubacdo com TGF-B1, alcangando um platé apds este
periodo. Por outro lado, a expressao de a-SMA foi induzida apenas apés 48 h,
com um maximo de inducao em 72 h ap6s incubacdo com TGF-B1 (Fig. 5B). Estes
resultados sugerem que a inducao de a-SMA por TGF-B1 é posterior a inducao de
CTGF.

Para determinar se o efeito de TGF-B1 na transdiferenciacdo dos
miofibroblastos & dependente da ativagcao de CTGF, nds reduzimos a expressao
de CTGF através de siRNA. Células foram transfectadas com complexos
lipossbmicos contendo fitas duplas de oligoribonucleotideos especificos para
CTGF ou sequéncias inespecificas usadas como controle. Seguindo a
transfeccao, células foram incubadas com 10 ng/ml de TGF-f1. Quando as
sequéncias especificas para CTGF foram utilizadas, os niveis de CTGF mRNA
foram significantemente inibidos comparado com células transfectadas com
sequéncias inespecificas (Fig. 6A). Interessantemente, TGF-B1 ndo estimulou a
producdo de a-SMA em células na qual a expressdao de CTGF foi inibida por
siRNA especificos (Fig. 6B). Estes resultados demonstram que o efeito de TGF-B1
na transdiferenciacdo de miofibroblastos em culturas de fibroblastos gengivais é
dependente de CTGF.
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5.3. IFNy Inibe Simultaneamente a Expressao de a-SMA e Colageno Tipo |

Para avaliar o efeito de IFNy sobre a expressao e producao de a-SMA pelas
células de GN, a linhagem GN1 foi cultivada na presenca de IFNy. Células foram
incubadas com concentracdes de 0 a 10° U/ml de IFNy durante 3 dias, seguido por
extracdo do RNA total e analise por RT-PCR. Como podemos observar na Figura
7A, o tratamento com IFNy resultou em uma reducao nos niveis de mRNA para o-
SMA em uma maneira dose-dependente. As dosagens de 10° e 10° U/ml inibiram
significativamente a expressao de a-SMA. Para a confirmacgao destes resultados,
nds realizamos experimentos de western blot para avaliar a produgcdo de a-SMA
pelas células GN1. Este experimento demonstrou que IFNy drasticamente inibiu a
producéo de a-SMA quando comparado com as células controle (Fig. 7B). Quando
as células da linhagen GN1 foram tratadas com 10° U/ml de IFNy por varios
periodos de tempo, os niveis do mMRNA para a-SMA comecavam a decair apos 24
h de tratamento, apresentando os niveis minimos apés 72 h (Fig. 8A), enquanto
que 0s niveis protéicos apresentavam uma inibicdo apenas apdés 72 h de
tratamento (Fig. 8B).

A inibicado de o-SMA por IFNy nas células da linhagem GN1 foi
acompanhada por um decréscimo nos niveis de expressao de colageno tipo I. O
tratamento destas células com IFNy inibiu a expressao de colageno tipo | em uma
maneira dependente da dose, a partir da dosagem de 10° U/ml (Fig. 9). Estes
resultados demonstram que IFNy inibe simultaneamente a expressao de a-SMA e

colageno tipo I.

5.4. IFNy Inibe a Transdiferenciacao dos Miofibroblastos Induzida por TGF-$1

Para determinar se IFNy interfere na transdiferenciacdo de fibroblastos
gengivais para miofibroblastos induzida por TGF-B1, células foram
concomitantemente incubadas com IFNy e TGF-B1. Como esperado, 10 ng/ml de
TGF-B1 estimularam e 10° U/ml de IFNy inibiram a expressdo e producédo de a-

SMA pelas células GN1. Interessantemente IFNy bloqueou o efeito de TGF-1 na
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inducdo da expressdo de a-SMA, como revelado por RT-PCR e western blot
(Fig.10). Como demonstrado anteriormente, o tratamento com 10 ng/ml de TGF-31
foi acompanhado por alteracdes morfoldégicas das células com a aquisicdo de
fibras do estresse em seu citoplasma (Fig. 11B). O tratamento com IFNy impediu
esta alteracdo morfolégica induzida por TGF-B1, como evidenciado pela auséncia
do aspecto estriado positivo para o-SMA no citoplasma (Fig. 11D). Para
demonstrar que o efeito de TGF-B1 na sintese de colageno tipo | por
miofibroblastos € também inibida por IFNy, n6s realizamos RT-PCR e ELISA.
Estes experimentos demonstraram que IFNy significantemente reduz o efeito
estimulador de TGF-B1 na expressao e produgao de colageno tipo | (Fig. 12).

Para complementar os testes sobre os efeitos de IFNy sobre a
transdiferenciagdo dos miofibroblastos, n6s determinamos se esta citocina é capaz
de reverter os efeitos de TGF-B1. Em células cultivadas com IFNy durante 3 dias
seguido por um periodo adicional de 3 dias com TGF-B1, a expressao de a-SMA e
colageno tipo | foram dramaticamente reduzidas quando comparadas com as
células tratadas com TGF-B1 sem tratamento prévio com IFNy (Fig. 13). Células
tratadas com TGF-B1 por 3 dias e posteriormente tratadas com IFNy por mais 3
dias demonstraram uma reduc¢dao mais sutil na expressdo de a-SMA e colageno
tipo I. Interessantemente, quando as células de GN1 foram tratadas com 10 ng/ml
de TGF-B1 durante 3 dias, seguido de mais 3 dias na auséncia desta citocina, a
expressao e producao de a-SMA foram similares aquelas encontradas em células

mantidas sob tratamento durante 6 dias (Fig.13).

5.5. IFNy Bloqueia a Transdiferenciacao dos Miofibroblastos Via Estimulacao
de Smad 7

Para determinar o mecanismo pelo qual IFNy inibe o efeito de TGF-B1 na
inducéo da transdiferenciacdo dos miofibroblastos, nds realizamos a analise por
RT-PCR. A hipétese levantada € de que IFNy estaria bloqueando as etapas iniciais

da via Smad de ativacdo de TGF-B1, impedindo a fosforilacdo de Smad 3. Os
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possiveis mediadores deste efeito sdo os membros Smad 6 e Smad 7, que atuam
inibindo a via de ativacao de TGF-B1 (Faler et al., 2006). Para responder esta
pergunta, ndés tratamos a linhagem celular GN1 com 10° U/ml de IFNy por
periodos de 0, 2, 4, 8 e 24 h. A expressao de Smad 7, mas ndao de Smad 6 foi
significantemente estimulada pelo tratamento com IFNy (Fig. 14). Os niveis de
expressdao de Smad 7 mRNA demonstraram apos 2 h de tratamento um aumento
de 3-4 vezes maior comparado com 0s niveis basais, decaindo progressivamente
até 8 h ap6s o tratamento e retornando a niveis similares aos niveis basais ap6s
este periodo (Fig. 14). A expressao de TGF-B1 nao foi alterada pelo tratamento
com IFNy. Em contraste, a expressdao de CTGF foi marcadamente inibida apds 4 h
de tratamento com IFNy, sugerindo que IFNy atua inibindo a atividade de TGF-B1.
Por se tratar de periodos bastante curtos, os niveis de expressao de a-SMA nao
foram afetados. Entdo, a reducdo na expressdo de CTGF acontece apds o
aumento nos niveis de expressao de Smad 7, sugerindo que IFNy bloqueia a
transdiferenciacao dos miofibroblastos gengivais via estimulacdo de Smad 7, com

consequente inibicao da via TGF-1-CTGF.

5.6. IFNy Inibe a Expressao de a-SMA e Colageno Tipo | em Linhagens
Celulares de Miofibroblastos Via Estimulacao de Smad 7

N6s demonstramos previamente que miofibroblastos sdo componentes
abundantes no tecido gengival de pacientes de uma familia com portadores de
FGH (Bitu et al., 2006). Neste estudo também foi identificado que o fendtipo
miofibroblastico é associado a uma elevada expressao de TGF-1 e CTGF. Como
nossos resultados anteriores demonstraram que IFNy bloqueia o efeito de TGF-B1
na indugcdo da transdiferenciacdo de fibroblastos gengivais em miofibroblastos,
nés analisamos se IFNy poderia reverter o fenétipo miofibroblastico das culturas
celulares de miofibroblastos derivadas da gengiva de pacientes com FGH. Duas
linhagens celulares de miofibroblastos (FGH1 e FGH2) foram tratadas por 3 dias

com 10° U/ml de IFNy, seguido por ensaios de western blot e imunofluorescéncia.
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O tratamento com IFNy drasticamente reduziu a expressdao de a-SMA pelas 2
linhagens de miofibroblastos (Fig. 15A). Para determinar a durabilidade deste
efeito, as linhagens celulares foram cultivadas, apés o tratamento com IFNy, por
um periodo adicional de 2 e 6 dias sem a presenca desta citocina. Este
experimento demonstrou que a producédo de a-SMA comeca a aumentar apos a
remocao de IFNy, mas ainda permanece menor que o controle apds 6 dias (Fig.
15A). O ensaio de imunofluorescéncia confirmou este resultado, visto que IFNy
inibiu a producdo de a-SMA associada a formacéo de fibras do estresse (Fig.
15B). Adicionalmente, o tratamento com IFNy inibiu o metabolismo das linhagens
de miofibroblastos, como revelado pela significante inibicdo na producédo de
colageno tipo | pelas células tratadas com 10° U/ml de IFNy quando comparada
com células sem tratamento (Fig. 16).

Para confirmar o mecanismo de acao de IFNy na reversao do fendétipo
miofibroblastico das linhagens de FGH, nés cultivamos a linhagem FGH1 com 10°
U/ml de IFNy por periodos curtos de tempo. Seguindo o tratamento, as células
foram coletadas e submetidas ao isolamento de RNA, sintese de cDNA e
amplificagdo por PCR dos genes Smad 6, Smad 7, CTGF, TGF-B1, a-SMA e
GAPDH (Fig. 17). Como identificado para a linhagem celular GN1, IFNy
significantemente estimulou a expressao de Smad 7 com posterior inibicdo de
CTGF (Fig. 17). Os niveis de expressao de Smad 6, TGF-B1 e a-SMA nao foram
significantemente alterados pelo tratamento com IFNy. Estes resultados sugerem
que IFNy inibe miofibroblastos via estimulagcdo de Smad 7 e conseqliente bloqueio
da cascata TGF-1-CTGF.

5.7. Auséncia de Miofibroblastos nos Aumentos Gengivais Induzidos por
CsA em Ratos

Nossos resultados anteriores demonstraram que CsA, em oposto ao seu
efeito principal de inibir IL-2, estimula a expressdo e producdo de TGF-B1, que

através de um efeito autocrino controla a elevada proliferacao celular e atividade
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de MMPs em culturas de fibroblastos gengivais (Cotrim et al., 2002; Cotrim et al.,
2003). Como o aumento gengival induzido por CsA é caracterizado por um
acumulo de tecido conjuntivo fibroso e por um aumento na expressao de TGF-B1,
nds hipotetizamos que miofibroblastos poderiam estar associados aos aumentos
gengivais induzidos por CsA. Para responder esta hipdtese, nds utilizamos o
modelo animal com ratos Wistar. Apdés 60 dias de tratamento com injecdes
subcuténeas diarias de CsA, todos os animais desenvolveram um evidente e
generalizado aumento gengival que se estendia por toda a gengiva marginal livre
e inserida. Os tecidos gengivais das regides superiores e inferiores dos molares
foram cirurgicamente removidos, fixados em formol, embebidos em parafina e
analisados em cortes corados por H&E ou em reagdes de imunohistoquimica para
a deteccdo da distribuicdo da proteina a-SMA. Histologicamente, os tecidos
gengivais demonstraram um tecido conjuntivo fibroso denso bem vascularizado
recoberto por um epitélio pavimentoso estratificado hiperparaqueratinizado e
hiperplasico (Fig. 18B). Um aumento no numero e na profundidade das criptas
epiteliais também foi observado. Interessantemente, em nenhuma das amostras
de ambos os grupos foi observado a presenca de miofibroblastos (células
positivas para a-SMA) no tecido conjuntivo fibroso (Fig. 18C e D). Por outro lado,
todas as amostras revelaram positividade para a-SMA nas células musculares
lisas que compdem as paredes dos vasos sangiineos (controle positivo interno da
reacao) (Fig. 18C e D).

Como demonstrado em inumeros estudos, o tecido gengival € composto por
uma populacédo heterogénea de fibroblastos, com subpopulagdes respondendo de
forma especifica a determinados estimulos (McCulloch & Bordin, 1991; Phipps,
1997). CsA tem demonstrado um efeito heterogéneo sobre culturas de GN no que
tange a atividade de MMP1 (colagenase 1) e o seu inibidor tecidual (TIMP)
(Kataoka et al., 2000; Bolzani et al., 2000; Cotrim et al. 2002; Gagliano et al. 2004)
Adicionalmente, foi sugerido que CsA pode ativar e selecionar subpopulagcdes
especificas, as quais podem ser reativadas em cultura na presenca da droga. Para
analisar o efeito de CsA em culturas primarias isoladas de aumentos gengivais,
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linhagens celulares foram estabelecidas a partir de fragmentos de aumentos
gengivais e tecido gengival normal. Apés o estabelecimento das linhagens
celulares, as células foram cultivadas por 5 dias com 200 ng/ml de CsA e o efeito
da droga na producdo de o-SMA foi avaliado por western blot. E importante
ressaltar que 200 ng/ml de CsA correspondem aos niveis sangiineos encontrados
em pacientes que fazem uso do medicamento para fins terapéuticos. Confirmando
os resultados da analise imunohistoquimica, CsA nao alterou a producédo de o-

SMA nas linhagens celulares de aumentos gengivais de ratos (Fig. 19).

5.8. Efeito de CsA na Transdiferenciacao dos Miofibroblastos em Culturas de
Fibroblastos Gengivais

Para confirmar que o aumento gengival induzido por CsA ndo tem a
participacao de miofibroblastos, nés utilizamos um modelo in vitro de tratamento
de culturas primarias de GN com CsA. Cinco culturas primarias de fibroblastos
gengivais normais foram tratadas com CsA nas concentragbes de 200 e 1000
ng/ml em meio de cultura contendo 0,1% de FBS e cultivadas por 5 dias. No
terceiro dia de tratamento, o meio foi reposto com a droga nas mesmas
concentracdes iniciais. A analise por RT-PCR demonstrou que CsA néo induz a
expressao de a-SMA em nenhuma das linhagens celulares de GN como indicativo
da transdiferenciacdo dos miofibroblastos (Fig. 20A). A analise por western blot
confirmou estes resultados, demonstrando que CsA néo induz a producéo de o-
SMA (Fig. 20B). Outros periodos de incubacao e protocolos de tratamento foram
também testados sem efeito na inducéo da transdiferenciacdo dos miofibroblastos
(dados nao mostrados). Contudo, CsA induziu significantemente a expressao de
TGF-B1 em 4 das 5 linhagens celulares de GN (Fig. 21). Como sugerido na Fig. 1,
um valor minimo de TGF-B1 é necessario para a indug¢ao da transdiferenciacao
dos miofibroblastos em culturas de fibroblastos gengivais. Entdo, existe a
possibilidade que o efeito de CsA na inducédo de TGF-B1 ndo alcance os valores
minimos necessarios para a transdiferenciacdo dos miofibroblastos. Para avaliar

esta hipotese, a linhagem GN1 foi simultaneamente tratada com 200 ng/ml de CsA
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e TGF-B1 nas concentragdes de 1, 3 e 5 ng/ml por 5 dias, seguido por analise por
western blot. A Figura 22 demonstra que CsA nao intensificou o efeito de TGF-1
na transdiferenciacdo dos miofibroblastos gengivais.

Como demonstrado, CTGF é necessario para o efeito de TGF-B1 na
inducdo da transdiferenciacdo dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos.
Entédo, a ndo inducao da transdiferenciacdo dos miofibroblastos em culturas de GN
por CsA pode estar relacionada aos niveis de expressdao de CTGF.
Interessantemente, foi demonstrado previamente por imunohistoquimica que
CTGF néao esta associado aos aumentos gengivais induzidos por CsA (Uzel et al.,
2001). O efeito de CsA na expressdao de CTGF por fibroblastos gengivais é
demonstrado na Figura 23. Estes resultados claramente demonstraram que CsA
nao induz a expressao de CTGF, mesmo induzindo a expressao de TGF-B1.
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Figura 1. TGF-B1 induz a expressao e producao de a-SMA em culturas celulares de GN1
em uma maneira dose-dependente. Fibroblastos da linhagem GN1 foram mantidos em
meio de cultura contendo 0,1% de FBS acrescido de concentracoes crescentes de TGF-
B1 (como indicado na figura) por 3 dias. Em seguida, as células foram coletadas e
submetidas a técnica de RT-PCR (A) ou western blot (C) para avaliar a expressao e
producdo de a-SMA, respectivamente. (B) A analise densitométrica dos produtos de
amplificagdo ap6s normalizagdo por GAPDH indicou uma indugdo maxima de
aproximadamente 10 vezes na expressao de a-SMA por TGF-B1 na concentragéo de 10
ng/ml. (D) Sob o tratamento de 10 ng/ml de TGF-B1, pode-se observar um estimulo 10

vezes maior na producao de a-SMA comparado ao grupo controle. *p<0,05, **p>0,01
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Figura 2. A estimulagdo de TGF-B1 na produgdo de a-SMA é dependente do tempo.
Culturas celulares de GN1 foram incubadas com 10 ng/ml de TGF-B1 em meio de cultura
contendo 0,1% de FBS e coletadas em varios periodos de tempo. Para cada periodo

analisado existiu uma amostra controle sem TGF-B1. Note um pequeno aumento na
producdo de a-SMA com 24 h de tratamento, porém um aumento significativo é visto

transcorridos 72 h de tratamento.
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Figura 3. Efeito de TGF-B1 na distribuicdo de a-SMA em fibroblastos da linhagem GN1.
Células cultivadas por 3 dias com 10 ng/ml de TGF-B1 em meio de cultura contendo 0,1%
de FBS foram fixadas em 70% etanol, incubadas com anticorpos anti-o-SMA e entao com
anticorpos anti-IlgG de camundongo conjugados a fluoresceina. Apds as incubacdes, as
células foram montadas em Vectashield contendo o corante nuclear DAPI. A analise foi
realizada no microscépio Leica equipado com epifluorescéncia. (A) células nao
estimuladas e (B) células estimuladas com 10 ng/ml de TGF-B1. Células controle
demonstraram uma marcagao perinuclear, enquanto as células tratadas com TGF-B1
demonstraram a formacéao de fibras do estresse, através do aspecto estriado presente no

citoplasma celular. (x200)
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Figura 4. Analise por citometria de fluxo do efeito de TGF-B1 na expressao de a-SMA.
Trés linhagens celulares de GN foram incubadas com 10 ng/ml de TGF-B1 por 3 dias e
entdo foram submetidas a analise por citometria de fluxo com os anticorpos anti-a-SMA e
anti-lgG de camundongo conjugado a fluoresceina. (a) Células controle e (b) células
tratadas com 10 ng/ml de TGF-B1. O tratamento com TGF-B1 estimulou uma marcagéao
positiva para a-SMA em mais de 90% das células tratadas, observada na figura pelo

desvio a direita do pico.
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Figura 5. TGF-B1 induz a expressao de CTGF e esta inducdo precede a
transdiferenciagdo dos miofibroblastos. (A) Fibroblastos da linhagem GN1 foram
incubados com concentragcdes crescentes de TGF-B1 e a analise por RT-PCR foi
realizada para determinar a expressao de CTGF mRNA. TGF-B1 induziu drasticamente a
expressdao CTGF a partir da concentragao de 0,01 ng/ml. (B) Células da linhagem GN1
foram cultivadas por varios periodos de tempo na presenca de 10 ng/ml de TGF-B1 e
analisadas por RT-PCR para a expressao de CTGF e a-SMA. Observe que a expressao
de CTGF é induzida apés 12 h de tratamento com TGF-1, enquanto que a expressao de

o-SMA inicia-se apenas 48 h ap6s o tratamento com TGF-1.
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Figura 6. Efeito de TGF-B1 na indugao da transdiferenciagéao de fibroblastos gengivais em
miofibroblastos é dependente de CTGF. (A) Andlise da efetividade de siRNA em bloquear
os niveis de expressdao de CTGF. siRNA controle e especifico contra CTGF foram
transfectados em fibroblastos da linhagem GN1 através de complexos lipossémicos e 30
h ap6s a transfecgao, células foram tratadas com 10 ng/ml de TGF-B1 por um periodo de
2 dias. Inserto na porgao superior da figura representa uma das reagées de RT-PCR,
demonstrado que TGF-B1 ndo é capaz de induzir a expressdo de CTGF em células
tratadas com siRNA CTGF. Porcéo inferior representa a media + desvio padrdao da
porcentagem relativa ao controle da expressao de CTGF, normalizada por GAPDH, de 3
experimentos independentes. (B) Andlise representativa da reagdo de western blot de
fibroblastos gengivais tratados simultaneamente com siRNA e TGF-B1. TGF-f1 nao
induziu a transdiferenciacao dos miofibroblastos em culturas onde a expressao de CTGF

foi significantemente inibida por siRNA CTGF.
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Figura 7. IFNy inibe a expressédo de o-SMA de uma maneira dose-dependente.
Fibroblastos da linhagem GN1 foram mantidos sob tratamento com IFNy nas
concentragdes indicadas na figura durante 3 dias. Em seguida, as células foram
submetidas as extragées de RNA e proteina para andlise da expresséo e produgao de o-
SMA. (A) Ensaio de RT-PCR e (B) andlise de western blot. Os niveis de expressao e
producéo de a-SMA foram drasticamente inibidos por IFNy nas concentragdes de 10° e
10° U/ml.
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Figura 8. A inibicdo da expressdo e producdo de a-SMA por IFNy é dependente do
tempo. Fibroblastos da linhagem GN1 foram mantidos sob tratamento com IFNy na
concentracéo de 10° U/ml durante 24, 48 e 72 h. (A) Ensaio de RT-PCR e (B) andlise de
western blot. Os niveis de expressdao do a-SMA mRNA demonstraram uma inibi¢cao
gradativa, iniciando ap6s 24 h de tratamento e com um nivel de inibicdo maximo apos 72
h de tratamento com IFNy. Por outro lado, os niveis de producao protéica demonstraram
uma queda na sua expressao apenas apos 72 h de tratamento com IFNy. Simbolo (+)
representa células tratadas com IFNy e simbolo () representa células controle. Canaleta

indicada com a letra C representa células no tempo zero.
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Figura 9. Analise da expressao de colageno tipo | pelas culturas celulares da linhagem
GN1 mantidas sob tratamento com IFNy durante 3 dias. Seguindo o tratamento, as células
foram coletadas e analisadas por RT-PCR. IFNy inibiu a expressao de colageno tipo | nas
concentracdes de 10° e 10° U/ml, demonstrando que esta citocina altera simultaneamente

a expressao de a-SMA e a atividade metabdlica das células.
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Figura 10. IFNy inibe a transdiferenciacdo dos miofibroblastos induzida por TGF-f1.
Fibroblastos da linhagem GN1 foram incubados com 10 ng/ml de TGF-B1, 10° U/ml IFNy
ou concomitantemente com TGF-B1 e IFNy por 3 dias. Seguindo o tratamento, células
foram analisadas por RT-PCR (A) ou western blot (B). IFNy inibiu a transdiferenciagao dos

fibroblastos gengivais em miofibroblastos induzida por TGF-p1.
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Figura 11. INFy inibe a aquisigao de fibras do estresse pelas células tratadas com TGF-

B1. (a) Células controle, (b) células tratadas com 10 ng/ml de TGF-B1, (c) células tratadas
com 10°U/ml de IFNy e (d) células tratadas concomitantemente com TGF-B1 e IFNy. IFNy
inibiu a formacéao de fibras do estresse induzida por TGF-1.
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Figura 12. IFNy significantemente inibe a expressao e producdo de colageno tipo |
induzida por TGF-B1 em culturas de GN1. (A) Ensaio de RT-PCR e (B) ELISA. Células da
linhagem GN1 cultivadas com TGF-1 e/ou INFy por 3 dias foram coletadas e submetidas
a extracdo de RNA total e andlise por RT-PCR ou submetidas a extragao protéica da
fracdo acido-soluvel e andlise por ELISA. Tratamento concomitante com INFy inibiu a

inducao de TGF-B1 na expressao e producao de colageno tipo I.
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Figura 13. Tratamento prévio com IFNy inibe a transdiferenciagdo dos miofibroblastos

RT-PCR >

Western blot JJ

induzida por TGF-B1. Fibroblastos da linhagem GN1 foram cultivados de acordo com os
tratamentos especificados na porcao superior da figura. (A) Ensaio de RT-PCR e (B)
ensaio de western blot. Células tratadas previamente com IFNy perderam a capacidade
de transdiferenciar em miofibroblastos e expressar elevados niveis de colageno tipo |
quando tratadas com TGF-B1. Por outro lado, células tratadas previamente com TGF-1 e

posteriormente com IFNy apresentaram uma sutil inibicdo na expressdo de a-SMA e

colageno tipo I.
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Figura 14. IFNy significantemente estimula a expressao de Smad 7 e inibe a expressao
de CTGF. Fibroblastos da linhagem GN1 submetidos ao tratamento com IFNy foram
coletados em varios periodos de tempo e analisados por RT-PCR. IFNy estimulou
significantemente a expressdo de Smad 7, o que precedeu a inibicado de CTGF. O
tratamento com IFNy n&o alterou significantemente a expressao de Smad 6, TGF-B1 e a-
SMA. *p<0,05
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Figura 15. IFNy reverte o fenétipo miofibroblastico das células de FGH. Linhagens de
miofibroblastos derivadas de pacientes portadores de FGH foram cultivadas com IFNy
durante 3 dias. (A) Andlise por western blot demonstrou que a producdo de a-SMA foi
intensamente inibida por IFNy ap6s 3 dias de tratamento, e que os niveis de a-SMA
permaneceram inibidos mesmo 6 dias ap6s o tratamento. (B) Ensaio de
imunofluorescéncia confirmou que IFNy inibe a produgédo de a-SMA, como revelado pela
auséncia da marcagao estriada positiva no citoplasma das células tratadas com IFNy. (a)

células controle e (b) células tratadas com 10° U/ml de IFNy.

57



A FGH1  FGH2
100U/mI IFNYy .+~ +

o-SMA >

Colageno S
tipo |

GAPDH >

% 0,4 -
£303{ | —
og
32072 -
O N
1C —
g 8- O,1 _ I l
'8 ]
Dh— 0 1 T T T
- + - + 108U/ml IFN
Y

FGHA1 FGH2

Figura 16. IFNy inibe 0 metabolismo das células de FGH. Miofibroblastos mantidos por 3
dias sob tratamento com 10° U/ml de IFNy foram coletados e submetidos aos ensaios de
RT-PCR (A) e ELISA (B) para colageno tipo I. Como pode ser observado, IFNy inibiu a
expressao de a-SMA que foi acompanhada por uma significante inibicdo na expressao e

producéo de colageno tipo .
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Figura 17. IFNy reverte o fendtipo miofibroblastico das células de FGH através do
estimulo da expressdo de Smad 7. Miofibroblastos tratados com IFNy demonstraram um
aumento significante na expressdao de Smad 7, mas nao de Smad 6 . A expressao de
TGF-B1 nao foi alterada, mas o aumento de Smad 7 foi acompanhado de uma inibigcédo de
CTGF, sugerindo uma inibicdo da atividade de TGF-B1. Os niveis de a-SMA n&o foram

alterados, pois o periodo de tratamento foi muito curto.
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Figura 18. Aspecto histopatolégico e imunohistoquimico de o-SMA nos aumentos
gengivais de ratos. Fotomicrografias representativas dos grupos controle (A e C) e tratado
com CsA (B e D). Em B, pode-se observar uma hiperplasia epitelial com
hiperparaqueratose e aumento das criptas epiteliais adentrando o tecido conjuntivo
subjacente, que se apresenta fibroso, denso e bem vascularizado. Dez amostras do grupo
controle e dez do grupo tratado foram submetidas a analise imunohistoquimica utilizando
anticorpos anti-a-SMA e o sistema de amplificacdo e revelacdo biotina-estreptavina-
peroxidase. Todas as amostras foram negativas para a expressao de o-SMA, com

excecao da parede dos vasos sangiineos. (x200).

60



Linhagem de
Linhagem de GN Aumento Gengival

1 2 1 2
CsA - + - + -+ -+

-SVA > g —— D

>

B-Actina> “

Figura 19. CsA ndo estimula a transdiferenciacdo dos miofibroblastos em culturas

celulares derivadas de aumentos gengivais de ratos. Duas linhagens celulares de tecido
gengival normal e 2 linhagens de aumento gengival de rato induzido por CsA foram
estabelecidas. Cada linhagem passou por um tratamento com CsA a 200 ng/ml em meio
de cultura contendo 0,1% de FBS, sendo que para cada linhagem foi mantido um controle
sem tratamento. Foram entdo realizados extratos protéicos de cada amostra para a
analise por western blot. CsA nao estimulou a produgédo de a-SMA nos aumentos

gengivais de ratos, mesmo quando estimulados com a droga em cultura.
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Figura 20. CsA nao induz a expressao e producao de a-SMA em culturas de fibroblastos
de GN. Fibroblastos foram incubados com 200 ou 1000 ng/ml de CsA em meio de cultura
contendo 0,1% de FBS e cultivadas por 5 dias. No terceiro dia de cultura, o meio foi
trocado por meio da mesma composic¢ao. Transcorrido os 5 dias de cultivo, a expressao e
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producéo de a-SMA foram analisadas por RT-PCR (A) e western blot (B).
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Figura 21. CsA induz a expressdo de TGF-B1 em culturas primarias de fibroblastos de
GN. (A) Ensaio de RT-PCR e (B) analise densitométrica. Embora CsA nao tenha induzido
a transdiferenciacdo dos miofibroblastos, a droga estimulou significantemente a
expressao de TGF-B1 na concentragao de 200 ng/ml. *p<0,05
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Figura 22. Efeito do tratamento concomitante de CsA e TGF-B1 na transdiferenciagao dos
miofibroblastos. Fibroblastos da linhagem GN1 foram incubados simultaneamente com
200 ng/ml de CsA e 1, 3 ou 5 ng/ml de TGF-B1 por 3 dias, seguido por analise de western
blot. CsA nao adicionou nenhum efeito a TGF-B1 na inducdo da transdiferenciagcédo dos

fibroblastos gengivias em miofibroblastos.

64



CsA (ng/ml)
02001000

GN1 125 -
GN2
S 75 1
£
CTGF > k7]
(D)
50 A
S
GN4
O-
Q
GN5 ng/ml CsA

Figura 23. Efeito de CsA na expressao de CTGF. Fibroblastos gengivais foram incubados
com CsA e o efeito da droga na expressdao de CTGF foi analisado por RT-PCR. Como
revelado CsA nao induz a expressao de CTGF.
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6. Discussao

A importancia dos miofibroblastos para os processos de reparo tecidual é
amplamente reconhecida. Estas células sdo responsaveis pela restauracao do
tecido conjuntivo através da producao de MEC e pela contracao e fechamento da
ferida (Hinz & Gabbiani, 2003). Miofibroblastos sédo transientes durante o reparo
tecidual, entrando em apoptose apo6s o término deste processo (Gabbiani, 2003).
Contudo, quando persistem ou sdo formados em grandes quantidades,
miofibroblastos induzem a formacgao de quel6ides devido a producao excessiva de
colageno (Tomasek et al, 2002). A presenca dos miofibroblastos é também
associada a inumeras outras desordens fibréticas, incluindo esclerose mudultipla
(Carulli et al., 2005), doenca de Dupuytren (Tomasek et al., 2002) e fibroses
derivadas do rim (Yang & Lyu, 2001; Slattery et al., 2005), pulmao (Ramos et al.,
2000; Phan, 2002; Willis et al., 2006), pancreas (Vaquero et al., 2005) e figado
(Desmouliere et al., 2003). Recentemente, nés demonstramos que miofibroblastos
estdo associados aos aumentos gengivais de pacientes com FGH, no qual as
células produzem simultaneamente niveis elevados de TGF-1 e CTGF (Bitu et
al., 2006).

Miofibroblastos surgem da diferenciacdo de células indiferenciadas ou da
transdiferenciacao (transformacao) de células ja diferenciadas, incluindo células
musculares lisas, pericitos e fibroblastos (Tomasek et al., 2002). Os mecanismos
de inducdo da transdiferenciacdo dos miofibroblastos vém sendo amplamente
analisados, visto que a identificacdo dos elementos que regulam este processo é
de consideravel importancia para o entendimento dos mecanismos que resultam
em doencas de origem fibrosa. Recentes estudos demonstraram que TGF-B1 é
um importante indutor da transdiferenciacdo dos miofibroblastos (Desmouliere et
al., 1993; Fan et al., 1999; Petrov et al., 2001; Evans et al., 2003; Malmstron et al.,
2004; Yao et al., 2004; Smith et al., 2006). Os resultados deste estudo claramente
demonstraram que TGF-1 é capaz de induzir a transdiferenciagcdo dos
fibroblastos gengivais em miofibroblastos metabolicamente ativos, sendo este
processo dependente da dose e do tempo de tratamento com TGF-B1.
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Fibroblastos gengivais tratados com 10 ng/ml de TGF-B1 por 72 h apresentaram
caracteristicas tipicas de miofibroblastos, incluindo a aquisi¢do de uma morfologia
estrelada e um significante aumento na expressdo e producdo de o-SMA e
coladgeno tipo |I. Interessantemente, no6s demonstramos que existe uma
concentracao minima de TGF-B1 que necessita ser alcancada para a completa
diferenciacdo dos miofibroblastos. Esta observacédo foi ilustrada pelo fato que
fibroblastos gengivais tratados com 1 ng/ml de TGF-B1 apresentaram um leve
aumento nos niveis de expressao e producdao de o-SMA, mas falharam em
demonstrar uma completa diferenciacdo morfolégica. Este estudo também
demonstrou que miofibroblastos gerados pelo tratamento com TGF-1 mantém as
caracteristicas morfologicas e a expressao elevada de a-SMA, pelo menos, por 3
dias apos a remogao de TGF-B1. Adicionalmente, a analise por citometria de fluxo
revelou que a grande maioria (mais de 90%) das células foram responsivas ao
tratamento com 10 ng/ml de TGF-B1 e que esta resposta foi relativamente
uniforme, como revelado pela distribuicdo estreita do pico correspondendo as
células tratadas com TGF-B1.

Similarmente, alguns poucos estudos envolvendo linhagens celulares de
diferentes tecidos demonstraram que TGF-B1 induz a transdiferenciacao dos
miofibroblastos. Evans et al. (2003) demonstraram que fibroblastos pulmonares
humanos submetidos ao tratamento com concentragdes minimas de TGF-B1 se
transdiferenciaram em miofibroblastos. Petrov et al. (2001) demonstraram que
TGF-B1 foi capaz de induzir a producao de o-SMA e colageno por fibroblastos
cardiacos de ratos, induzindo portanto a transdiferenciacdo. Recentemente, Smith
et al. (2006) demonstraram que TGF-B1 induz a transdiferenciacdo dos
fibroblastos gengivais em miofibroblastos e sugeriram que este evento é
dependente das vias de sinalizagao celular RhoA-ROCK e proteina quinase c-Jun
N-terminal. Interessantemente, alguns estudos demonstraram que TGF-B1 pode
induzir a transdiferenciacdo de células epiteliais em miofibroblastos. Fan et al.
(1999), trabalhando com células epiteliais tubulares renais de ratos, e Yao et al.

(2004), que utilizou células epiteliais de alvéolos pulmonares, demonstraram que
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TGF-B1 € capaz de ocasionar a transformacdo das culturas celulares em
miofibroblastos. Kasai et al., 2005 demontraram que culturas de células epiteliais
pulmonares adquirem aspectos de células mesenquimais (transicdo epitélio-
mesenquima) apos serem submetidas ao tratamento com TGF-B1. Alguns dos
estudos descritos a cima também demonstraram a transdiferenciacdo de
miofibroblastos biologicamente ativos, como revelado pelo aumento na sintese de
colageno (Evans et al., 2003; Kasai et al., 2005).

Em paralelo a transdiferenciacdo dos miofibroblastos induzida por TGF-p1,
a expressao de CTGF foi estimulada. Na verdade, TGF-B1 induziu a expressao de
CTGF em uma dose menor e em um periodo precoce a expressao de o-SMA.
Embora estes resultados sejam sugestivos da participacdo de CTGF na
transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos induzida por
TGF-B1, eles ndo sao conclusivos. Para confirmar a importancia de CTGF neste
processo, nés reduzimos os niveis de expressdao de CTGF em fibroblastos
gengivais sob tratamento com TGF-B1, com a técnica de RNA de interferéncia.
Esta técnica tem demonstrado ser a mais especifica e eficaz na inibicdo da
expressao génica, sendo uma ferramenta notavel para a analise das fungdes de
um gene (Kurreck, 2006.). Embora ainda em fase experimental, uma aplicacdo
terapéutica também tem sido dada a esta técnica (Bumcrot et al., 2006). O
tratamento de fibroblastos gengivais com sequiéncias especificas que reconhecem
o mMRNA de CTGF e estimulam sua degradacao pelo complexo RISC reduziu
significantemente a expressdo de CTGF comparado com células tratadas com
sequéncias nao-especificas (dado ndao demonstrado). Interessantemente, em
células transfectadas com as sequiéncias de siRNA CTGF e, posteriormente,
tratadas com TGF-B1, a transdiferenciacao dos miofibroblastos nao foi alcancada,
como revelado pela ndo inducdo na expressdao de o-SMA. Por outro lado,
fibroblastos gengivais transfectados com as sequiéncias nao-especificas de siRNA
e tratados com TGF-B1 sofreram a transdiferenciagdo para miofibroblastos.

Coletivamente, estes resultados claramente demonstram que a inducdo da
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transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos por TGF-B1 é
dependente de CTGF.

A dependéncia de CTGF na inducdo da transdiferenciacdo dos
miofibroblastos por TGF-B1 foi previamente demonstrada. Yokoi et al. (2001)
foram os primeiros a demonstrar que TGF-B1 depende de CTGF para induzir a
transdiferenciacao dos miofibroblastos. Estes autores trataram fibroblastos renais
normais de rato com TGF-B1 e observaram uma indug&o na expressao de a-SMA.
Contudo, o mesmo tratamento associado a oligonucleotideos antisense, que
reconheciam a sequéncia inicial da traducao das moléculas de mRNA para CTGF,
ndo induziu a expressao de a-SMA. Utilizando fibroblastos da cérnea humana,
Garrett et al. (2004) obtiveram resultados similares a Yokoi et al. (2002). Estes
autores demonstraram que o silenciamento génico através de oligonucleotideos
antisense contra CTGF previne a inducdo da transdiferenciagdo dos
miofibroblastos promovida por TGF-B1. Zhang et al. (2004) demonstraram que a
adicao de CTGF exdgeno a culturas de células epiteliais tubulares renais induziu a
transdiferenciacao dos miofibroblastos, e que oligonucleotideos antisense contra
CTGF aboliu este evento. Interessantemente, Grotendorst & Duncan (2005)
demonstraram que CTGF apresenta 2 dominios com fungbes distintas sobre
fibroblastos renais de ratos. Enquanto a por¢ao C-terminal induz a proliferacéo dos
fibroblastos, a porgdo N-terminal induz a transdiferenciagdo em miofibroblastos. A
significAncia e o completo entendimento destes achados necessitam ainda de
esclarecimentos adicionais. Um recente estudo por Forino et al. (2006)
demonstraram que TGF-B1 induziu significantemente a transicdo de células
epiteliais renais humanas em células mesenquimais (transicao epitélio-
mesénquima), o qual foi acompanhado por uma estimulagdo na expressao de
CTGF. Contudo, estas células mesenquimais falharam em expressar a-SMA,
sugerindo que a transdiferenciacdo dos miofibroblastos ndo foi alcancada.

A neutralizacdo da sintese ou da sinalizacdo de TGF-1 com anticorpos
neutralizantes, tecnologias antisense ou drogas antagonistas tem demonstrado
resultados satisfatorios no tratamento de modelos animais de doencas fibrosas
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(para revisado ver Gressner et al., 2002). Contudo, onde o bloqueio de TGF-31
interfere com a geragao e/ou atividade dos miofibroblastos é ainda incerto. Drogas
que interferem com miofibroblastos podem ser extremamente Uteis no tratamento
de doencas caracterizadas por fibroses intersticiais, como a FGH. Durante o
estudo de Bitu et al. (2006), ndés observamos que os tecidos gengivais contendo
areas onde a resposta inflamatoria se encontrava exacerbada apresentavam uma
significante reducdo no numero de miofibroblastos, sugerindo que produtos
derivados das células inflamatérias poderiam estar blogueando o fendtipo
miofibroblastico das células. Na tentativa de verificar o efeito de algumas citocinas
inflamatérias na transdiferenciacdo dos miofibroblastos, nés adicionamos as
culturas de fibroblastos gengivais concentracdes crescentes de IL-6, IL-1B e IFNy,
e analisamos a expressao de a-SMA (dado ndo demonstrado). IFNy foi o Unico
fator capaz de inibir a expressao de a-SMA. Estudando em maiores detalhes, nés
demonstramos que IFNy inibiu significantemente a expressao de a-SMA em uma
maneira dependente da dose e do tempo de tratamento. Em associagéo a inibicdo
de a-SMA, IFNy também inibiu a expressao e producao de colageno tipo I. IFNy
bloqueou o efeito de TGF-B1 na geracao dos miofibroblastos e significantemente
inibiu 0 metabolismo dos miofibroblastos derivados de pacientes com FGH, como
revelado pela diminuicdo na expressao e producao de a-SMA e colageno tipo |.
Resultados semelhantes aos nossos foram previamente descritos. O
tratamento de culturas celulares de miofibroblastos derivadas de queldides com
IFNYy inibiu a producao de a-SMA e MEC, resultando em uma menor forca contratil
das culturas em géis tridimensionais de colageno (Hasegawa et al., 2003). Gu et
al. (2004) analisaram os efeitos de IFNy e dexametasona na indugcdo da
transdiferenciacao dos fibroblastos fetais de pulmdo humano em miofibroblastos
por TGF-B1. Estes autores demonstraram que IFNy previne a inducdo da
transdiferenciacdo dos miofibroblastos promovida por TGF-B1, enquanto
dexametasona potencializa este efeito quando adicionado simultaneamente com

TGF-B1. A adicdo apenas de dexametasona nao foi capaz de induzir a
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transdiferenciagdo dos miofibroblastos. Camundongos deficientes em IFNy (knock
out, IFNy”) exibiram um significante aumento no nimero de miofibroblastos, na
producdo de TGF-B1 e na deposicdo de colageno comparado com animais
normais (IFNy"*) durante o processo de reparo de feridas experimentais (Ishida et
al., 2004). Interessantemente, Tanaka et al. (2003) demonstraram que IFNy
drasticamente bloqueia a geracao de miofibroblastos induzida por TGF-B1, mas
moderadamente reverte o fendtipo dos miofibroblastos isolados de pacientes com
doenca de Dupuytren. Em fibroblastos subconjuntivais humanos, tratamento com
IFNy reduziu a producdo de MEC e preveniu a transdiferenciagcdo dos
miofibroblastos induzida por TGF-B1, sugerindo uma aplicacao terapéutica para
IFNy (Yamanaka et al., 2002). A experiéncia terapéutica com IFNy é limitada a 2
estudos clinicos (Larrabee et al., 1997; Pittet et al., 1994). Por exemplo, no estudo
clinico conduzido com pacientes afetados pela doenca de Dupuytren, injecdes de
IFNy nas lesGes nodulares do punho revelaram uma melhora clinica, que foi
histologicamente acompanhada por uma significante reducdo na atividade dos
miofibroblastos (Pittet et al., 1994). Coletivamente, estes resultados suportam que
IFNy pode ser util para o tratamento de pacientes com FGH e estudos clinicos com
aplicacao local de IFNy devem ser realizados nestes pacientes.

Os resultados deste estudo também revelaram que o bloqueio da
transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos exercido por IFNy
€ provavelmente mediado por uma inibicdo na cascata de ativacdo de TGF-p1.
NOs observamos que o tratamento de fibroblastos gengivais com IFNy induziu
rapidamente a expressao de Smad 7, o qual foi acompanhada por uma
significante inibicdo na expressdo de CTGF. IFNy n&o alterou os niveis de Smad 6
e TGF-B1. Estes resultados foram reproduzidos na linhagem de miofibroblastos
FGH1. Em células CT, mioblastos da linhagem C2C12 expressando
constitutivamente niveis elevados de TGF-B1, o tratamento com IFNy diminuiu a
producao de TGF-B1 e, conseqlientemente, bloqueou a expressao de vimentina e

o-SMA pelas células (Foster et al.,, 2003). O estudo realizado por Ulloa et al.
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(1999) demonstrou que IFNy, através da cascata de ativacao Jak/Stat, induziu os
niveis de expressao de Smad 7. Por outro lado, Gu et al. (2004) demonstraram
que o efeito de IFNy na transdiferenciacdo dos fibroblastos fetais do pulméao
humano em miofibroblastos nao foi dependente da estimulacdo de Smad 7, de
uma diminui¢cdo na fosforilagdo de Smad 2 ou Smad 3 e nem foi dependente da
translocacao de proteinas Smads para o nucleo celular. Adicionalmente, o estudo
de Ghosh et al. (2001) demonstrou que IFNy blogqueou a producao de colageno
tipo | induzida por TGF-B1, em parte, por antagonizar a interacao das proteinas
Smad com a via de sinalizacdo de Jak ao nivel das proteinas p300/CBP. Entéo,
novos estudos sdo necessarios para esclarecer se 0s mecanismos de bloqueio de
IFNY s&o dependentes do tipo celular.

A descoberta da droga imussupressora CsA liderou um grande avango para
0 prognéstico dos pacientes recipientes de transplantes. Apesar dos efeitos
benéficos na prevencao da rejeicao do transplante, a mortalidade por doencas
cardiovasculares e renais é significantemente maior em pacientes em tratamento
com CsA comparado a populacdo normal (Lucey et al., 2005). Isto &€ uma
consequéncia dos graves e comuns efeitos colaterais associados ao uso da droga,
incluindo hipertensao, nefrotoxicidade e acumulo de tecido conjuntivo fibroso
(Rezzani, 2004). Os mecanismos que levam CsA a induzir estes e outros efeitos
indesejaveis remanescem desconhecidos. O aumento gengival € um comum efeito
colateral da CsA, sendo observado em aproximadamente 30% dos pacientes que
fazem uso do medicamento. A principal caracteristica do aumento gengival é o
excessivo acumulo de MEC, principalmente colageno tipo | (Dannewitz et al.,
2006). Inumeros estudos demonstraram um aumento na expressao e produgao de
colageno tipo | em tecidos e culturas de fibroblastos derivadas de aumento
gengivais induzidos por CsA. O presente estudo avaliou os efeitos de CsA na
transdiferenciacao dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos. Os modelos in
vivo de injegdes didrias de CsA em ratos Wistar e in vitro de tratamento de
culturas de fibroblastos gengivais com CsA foram escolhidos por mimetizar o
crescimento gengival observado em humanos (Spolidoro et al., 2001; Cotrim et al.,
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2002; Cotrim et al., 2003). O principal resultado deste estudo foi que CsA nao
induz a transdiferenciagdo dos fibroblastos gengivais em miofibroblastos. Adicao
de CsA também nao foi capaz de induzir a transdiferenciacdo dos miofibroblastos
em culturas de fibroblastos derivadas de aumentos gengivais de ratos. Como
esperado, CsA estimulou significantemente a expressao de TGF-B1 pelos
fibroblastos gengivais. A hipdtese levantada foi que CsA ndo estivesse
estimulando TGF-B1 em niveis necessarios para promover a transdiferenciacao
dos miofibroblastos. Contudo, o tratamento concomitante de CsA e TGF-f1 nao
potencializou o efeito de TGF-B1 neste processo. Em adicdo, nossos resultados
revelaram que CsA nao induz a expressao de CTGF, sugerindo a razdo pela falta
de efeito de CsA na transdiferenciacao dos miofibroblastos.

Em oposicao aos nossos resultados, Vaquero et al. (1999) demonstraram o
surgimento de miofibroblastos no pancreas de ratos tratados com CsA. Estas
células foram principalmente distribuidas em areas com excessivo acumulo de
tecido conjuntivo fibroso sem infiltrado inflamatério. Similarmente, a
transdiferenciacdo dos miofibroblastos foi induzida por CsA em rins de rato
(Ahmed et al., 2004). Mais recentemente, alguns estudos demonstraram que CsA
induz a emergéncia de miofibroblastos via transicdo de células epiteliais
(McMorrow et al., 2005; Slattery et al., 2005). Em adicdo, estes estudos
demonstraram que a transdiferenciagdo € acompanhada por uma significante
inducdo na expressao de CTGF. Entdo, a auséncia na transdiferenciacdo dos
miofibroblastos apds o tratamento de fibroblastos gengivais com CsA pode ser
dependente do tecido e do tipo celular, visto que o efeito de CsA na indugédo da
transdiferenciagdo dos miofibroblastos ocorreu em células epiteliais e ndo em
fibroblastos. Adicionalmente, a elevacao dos niveis de expressdo de TGF-f1
sozinho ndo é suficiente para induzir a transdiferenciagdo dos miofibroblastos,
sendo CTGF requerido. Em concordéncia com esta observagdo, um estudo
imunohistoquimico em tecidos de aumento gengival induzido por CsA demonstrou
que CTGF nao esta associado a este processo (Uzel et al., 2001). Estudos futuros

74



sa0 necessarios para determinar o exato papel da via de ativagdo TGF-B1/CTGF
na patogénese dos aumentos gengivais induzidos por CsA.
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7. Conclusoes

1.

TGF-B1 induziu a transdiferenciagdo dos fibroblastos gengivais em
miofibroblastos em uma maneira dependente da dose e do tempo de
tratamento.

O efeito de TGF-B1 na transdiferenciacdo dos miofibroblastos foi
dependente da ativacdo de CTGF.

IFNy inibiu a expressao e producdo de a-SMA em uma maneira dose- e
tempo-dependente.

IFNy inibiu a transdiferenciacdo dos miofibroblastos induzida por TGF-B1
em culturas de fibroblastos gengivais.

O tratamento dos fibroblastos gengivais com IFNy resultou na estimulagcéao
de Smad 7, com posterior inibicdo de CTGF.

IFNYy reverteu o fenétipo miofibroblastico das culturas celulares derivadas de
FGH em uma via dependente da estimulacdo de Smad 7.

Os miofibroblastos ndo estavam associados aos aumentos gengivais
induzidos por CsA em ratos Wistar.

CsA foi incapaz de modular os niveis de expressao de CTGF.
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