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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do fator idade sobre o
comportamento e expressdo génica de células do ligamento periodontal (CLPD), e quais alteracdes
o tratamento com fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) pode induzir nestas
populagdes celulares. Culturas primarias de CLPD foram obtidas e divididas nos seguintes grupos
experimentais: A — inclusos (células obtidas de terceiros molares inclusos de voluntarios entre 18 e
30 anos de idade), B — jovens (células obtidas de pré-molares erupcionados de voluntarios entre 15
e 20 anos de idade), C — idosos (células obtidas de dentes erupcionados de voluntarios acima de 60
anos de idade), D — grupo A submetido ao tratamento com 10ng/ml de bFGF, E — grupo B submetido
ao tratamento com 10ng/ml de bFGF e F — grupo C submetido ao tratamento com 10ng/ml de bFGF.
Foram realizados ensaios de proliferagdo e viabilidade celular, mineralizagdo, quantificacdo dos
niveis de proteina total e do padrao de expressdo dos seguintes genes: Colageno tipo | e lll,
metaloproteinase (MMP)-2 e -8, inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP)-1 e -2, fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-1, proteina morfogenética 6ssea (BMP)-3, bFGF,
osteoprotegerina (OPG), receptor ativador do fator nuclear kP ligante (RANKL), interleucina (IL)-1,
IL-4, IL-6, IL-8 e receptor de fator de crescimento de fibroblasto (FGFR) 1 por meio da técnica de
‘real-time” PCR (PCRq). A analise dos resultados demonstrou que a idade diminuiu a taxa de
proliferacdo celular e a formagdo de nddulos minerais (P<0,05), enquanto que ndo se observou
efeito significativo da idade sobre a viabilidade celular e quantidade total de proteina secretada
(P>0,05). Ja na analise de expressdo génica observou-se que a idade diminuiu significativamente os
niveis de RNAm para colageno tipo | e IL-4, enquanto que para os genes FGFR1, MMP-8, TIMP-1,
OPG e IL-1B e 6, observou-se um aumento nos niveis de RNAm (P<0,05). O tratamento com
10ng/ml de bFGF aumentou a taxa proliferativa em todos os grupos (P<0,05), entretanto com menor
intensidade nas células de idosos (P<0,05). Ja a formagéo de nodulos minerais foi inibida pelo fator
crescimento em todos os grupos experimentais (P<0,05), enquanto que a viabilidade celular e
quantidade total de proteina secretada ndo foram afetadas (P>0,05). Na avaliagdo do padrao de
expressao génica, os resultados demostraram que o tratamento com bFGF, diminuiu nos niveis de

RNAm para todos os genes (P<0,05), com excesséo da TIMP-1 e IL-8 que aumentaram (P<0,05),



BMP-3 que aumentou nas células de jovens e diminui nas células de idosos (P<0,05), e PDGF-1 que
nao foi afetada (P>0,05). Dentro dos limites do estudo, podemos concluir que: i) foi possivel
estabelecer culturas primérias de células do ligamento periodontal obtidas de pacientes jovens e
idosos, ii) a idade pode modular propriedades importantes das CLPD, diminuindo seu potencial de
regeneracdo de estruturas minerais além de exacerbar caracteristicas pré-inflamatorias e de
degradacdo da matriz extracelular e iii) o tratamento com 10ng/ml de bFGF induz alteracdes

similares no comportarmento de CLPD independentemente da idade do doador.

Palavras-chave: envelhecimento, periodonto, reparo, células do ligamento periodontal



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of aging on periodontal ligament cells
(PDLC), modulated by the treatment with bFGF. Primary periodontal ligament cell cultures were
obtained and divided into the following experimental groups: A — impacted (cells from impacted
molars from subjects aged 18 to 30 years), B — young (cells from erupted pre-molars from subjects
aged 15 to 20 years), C — aged (cells from erupted teeth from patients aged more than 60 years), D —
group A treated with 10ng/ml of bFGF, E — group B treated with 10ng/ml of bFGF and F — group C
treated with 10ng/ml of bFGF. For all groups, we performed proliferation and cell viability assays,
mineralization assay, total protein quantification and assessed mRNA levels of: type | and IlI
collagen, MMP-2 e -8, TIMP-1 e -2, PDGF-1, BMP-3, bFGF, OPG, RANKL, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 and
FGFR 1 utlizing the “real-time” PCR technique. Data analysis demonstrated that aging negatively
influenced cell proliferation and mineral nodule formation (P<0.05), while cell viability and total protein
secretion were not affected (P>0.05). Gene expression analysis revealed that aging decreased
mRNA levels of collagen type | and IL-4, and increased mRNA levels of FGFR1, MMP-8, TIMP-1,
OPG and IL-1 and 6 (P<0.05). Treatment with 10ng/ml of bFGF significantly increased cell
proliferation for all groups (P<0.05), however with a less impact on aged cells (P<0.05). In addition,
cell viability and total protein secretion were not affected by bFGF (P>0.05), while mineral nodule
formation was significantly inhibited (P<0.05). Finally, gene expression analysis demonstrated that
bFGF decreased mRNA levels of all genes (P<0.05), except for TIMP-1 and IL-8 that were increased
(P<0.05), PDGF-1 that was not affected (P>0.05) and BMP-3 that was increased in young cells and
decreased in aged cells (P<0.05). Within the limits of our study, we may conclude that: i) it was
possible to esblish primary cultures of PDLC obtained from young and aged donors, ii) aging
modulates important features of periodontal ligament cells (PDLC), decreasing the potential for
regeneration of mineralized tissues and favoring a pro-inflammatory and degenerative profile and iii)
treatment with 10ng/ml of bFGF leads to similar PDLC behavioral alterations despite of the donor
age.
Key Words: aging, periodontium, repair, periodontal ligament cells
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1 INTRODUCAO

O organismo € capaz de substituir células lesadas ou mortas promovendo o reparo dos
tecidos por meio de dois mecanismos distintos: regeneracéo e fibroplasia ou fibrose. Vérios fatores
podem interferir na qualidade e adequagéo do reparo dos tecidos. Alguns tém influéncia local como
infeccdes, corpos estranhos além do tamanho e da localizagdo da ferida (Robbins et al., 1999).
Outros tém acéo sistémica como nutrigdo, fumo, diabetes e a idade (Kornman & Robertson, 2000).
Com o aumento da populagéo idosa, o esclarecimento de mecanismos béasicos do envelhecimento
tem tido grande importancia na pesquisa médica (Abiko et al., 1998). Durante o processo de
envelhecimento ocorre um aumento natural na degradagédo do RNAm de alguns genes, provocando
mudangas na sua expressdo durante a proliferacdo e diferenciacao celular. Estes genes sdo de
diferentes classes funcionais incluindo genes do ciclo celular, de fatores de crescimento, citocinas e
matrix extracelular (Brewer, 2002). Ocorre também um aumento no acumulo de células senescentes
nos tecidos, levando ndo somente a uma diminui¢do do nimero de células funcionais, como também
a importantes alteragfes ambientais devido a secre¢do de citocinas e metaloproteinases que afetam
a estrutura tecidual (Campisi, 2005). Além disso, existe uma menor sensibilidade a agentes
estimuladores de diferenciacdo, podendo diminuir a capacidade de regeneragéo e renovagdo dos
tecidos (Schlessinger & Van Zant, 2001).

Os fibroblastos sdo uma das principais células envolvidas nos processos de reparo
responsaveis pela sintese, organizacdo e manutengéo estrutural do tecido conjuntivo (Grinnell,
2003). Entretanto, com a idade ele diminue seu metabolismo, apresentando um reticulo
endoplasmatico pouco desenvolvido e se tornam células quiescentes levando a diminuigdo na sua
mobilidade, quimiotaxia, migragéo e proliferacdo (Pieraggi et al., 1985; Albini et al., 1988; Pienta &
Coffey,1990; Bruce & Deamond, 1991; Reed et al., 2001). Estudos utilizando o envelhecimento in
vitro, demonstraram ainda uma reducao nos niveis de fator de crescimento transformador (TGF) -3 e
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) além da diminui¢do da expresséo de receptores
para fatores de crescimento (Bauer et al, 1986; Ashcroft et al, 1997a e 2002). Alteracdes
importantes também ocorrem na remodelagao de coldgeno, ocorrendo um aumento na expressao de

colagenases (metaloproteinase (MMP) -2 e -9) e uma diminuicdo na expressao de seus inibidores



(inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) -1 e -2 (Ashcroft et al., 1997b e 1997c). Conforme sua
passagem em cultura ocorre, estas células perdem a capacidade de se replicar, sendo portanto,
consideradas células senescentes (Hayflick, 1965) além de haver um aumento na quantidade de
células apoptéticas (Mammone et al., 2006) demonstrando um aumento nos niveis de morte celular
programada por meio de fragmentagdes especificas de DNA.

Embora diversas evidéncias sugiram um menor potencial regenerativo em individuos
com idade avangada (Van de Kerkhof et al, 1994), as informagdes no campo da regeneragao
periodontal sdo limitadas. Van der Velden (1984) sugeriu que mudangas relacionadas ao
envelhecimento do periodonto como a diminui¢do da atividade mitética e a redugao na produgao de
matriz organica e quantidade relativa de colageno soluvel, podem levar a um desenvolvimento
inflamatério mais acentuado e retardar os processos de reparo periodontal (Stahl & Tonna, 1977;
Paunio, 1969). Além disso, 0 reparo 6sseo em defeitos periodontais pode ser prejudicado pelo
envelhecimento, com uma menor extensdo e densidade (proporgdo de tecido mineralizado) do
tecido 0sseo neoformado em fenestragdes periodontais criadas cirurgicamente (Benatti et al., 2006).

O comportamento de CLPD senescentes tem sido investigado na maioria das vezes
pelo sistema de envelhecimento in vitro, que consiste em induzir o envelhecimento celular por meio
de seguidas passagens da cultura de células (Abiko et al., 1998). Estes estudos demonstram que
sob estimulo (lipopolissacarideos), existe um aumento na produgdo de citocinas pré-inflamatérias
importantes no processo de remodelagdo dssea como as interleucinas (IL)-1p e -6, e prostaglandina
(PGE)-2 (Ogura et al., 1994; Okamura et al., 1999). Além disso, observa-se uma diminui¢do nos
niveis de fosfatase alcalina, e alteragdes na fagocitose e formagéo de coldgeno, indicando que com
o tempo, o periodonto se torna mais catabdlico (Goseki et al., 1996; Lee & McCulloch, 1997).
Entretanto, alguns estudos sugerem que o envelhecimento celular in vitro, ndo necessariamente
corresponde ao envelhecimento in vivo. As mudangas observadas com o tempo em cultura podem
representar tanto uma instabilidade fenotipica quanto a sele¢cdo de uma subpopulagéo destas
células, ao invés das reais alteracdes decorrentes da idade (Mochizuki et al., 1999).

Estudos realizados com culturas primarias de doadores idosos confirmam que a
senescéncia de CLPD traz alteragdes funcionais significativas como a diminui¢do na capacidade de
diviséo celular e proliferagdo, além de uma menor secre¢do de proteinas dsseas como cisteina,

osteopontina e osteocalcina importantes na modulagéo da atividade osteoclastica e da sintese dssea



e de matriz extracelular (Korn, 1975; Shiba et al., 2000; Sawa et al., 2000). Ocorre ainda, um
aumento na quantidade de cicloxigenase (COX)-2 e na produgao de PGE; a partir dos 35 anos de
idade (Mayahara et al., 2007) que pode estar relacionada a aceleragdo na reabsorgdo 6ssea alveolar
em movimentagdes ortoddnticas em adultos e possivelmente durante a progresséo das doengas
periodontais. Entretanto, informagdes sobre 0 comportamento e a expresséo de genes relacionados
a regeneragao periodontal, em CLPD obtidas de doadores idosos, ainda néo esta bem caracterizada
na literatura.

O fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) € um membro da familia dos fatores
ligados a heparina, sendo um potente fator mitogénico e quimiotatico para células endoteliais,
condrocitos, células musculares, osteoblastos e fibroblastos (Thomas & Gallego, 1986; Baird &
Walicke, 1989). Acredita-se que ele seja um fator de crescimento de competéncia, ou seja, induz
células em repouso (G0) a entrar no ciclo celular (G1)(Caffesse & Quifiones, 1993). Uma vez que a
utilizacdo de bFGF esta estabelecida in vitro e in vivo como uma potente moduladora da resposta de
células do ligamento periodontal (Blom et al., 1994; Takayama et al., 2001), esta se constitui em um
importante instrumento para a avaliagdo do padréo de resposta destas células.

Diante do exposto acima os objetivos do presente estudo foram: i) estabelecer uma
cultura primaria de CLPD isoladas de doadores jovens e idosos; ii) avaliar o comportamento e
expressdo génica de CLPD obtidas de doadores idosos e jovens e iii) avaliar o comportamento e
expressdo génica destas populagdes celulares frente ao tratamento com bFGF na concentragao de

10ng/ml.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ENVELHECIMENTO

As manifestagbes somaticas do envelhecimento sdo geralmente bem evidentes e
faciimente observaveis, porém pouco se sabe sobre a origem desse fendmeno, havendo muita
discordancia quanto a verdadeira natureza e dinamica do processo (Carvalho-Filho & Alencar,
1994). Por se tratar de um processo comum a praticamente todos os seres vivos, 0 envelhecimento
deveria ter suas bases fisioldgicas melhor conhecidas, porém a maior parte do que se sabe hoje é
fruto de pesquisas recentes, respondendo ndo sé aos profissionais interessados, mas também as
necessidades geradas pela explosdo demografica da populagdo de gerontes (Jacob-Filho & Souza,
1994).

Considerando o envelhecimento como um processo gradual, cumulativo e irreversivel,
suas consequéncias deveriam ser causadas por fatores universais (Bayne, 2000). Dentre as
reagdes bioldgicas relacionadas ao envelhecimento que ocorrem espontaneamente e causam
danos, esta o stress oxidativo de radicais livres que causa o acumulo de danos fisioldgicos e
patoldgicos por meio de da oxidagéo de proteinas e lipideos. Elas perdem sua integridade catalitica
e estrutural e sé@o preferencialmente hidrolisadas (Stadtman, 2001) além de formar produtos nao
degradaveis como a lipofuscina que ficam acumulados no citoplasma (Brunk & Terman, 2002).
Outro processo que ocorre em todos os tipos celulares € a glicolizagdo ndo-enzimatica de proteinas,
que quando degradadas produzem produtos secundarios e carbonilas insaturadas, que se ligam e
polimerizam com &cidos nucléicos e aminas formando uma espécie de “lixo biolégico” (Bayne, 2000).
Essa ligagao e denaturagéo de proteinas podem causar o endurecimento de proteinas estruturais, e
danos a proteinas funcionais que perdem sua capacidade antioxidante, de reparo de DNA, além de
afetar processos essenciais como metabolismo celular, fornecimento de energia e homeostaisis (Yin
& Chen, 2005). As alteragdes intracelulares que ocorrem em células senis também afetam o DNA. O
telébmero, uma sequéncia de nucleotideos responsavel pela protecdo e estabilidade da porgéo final
dos cromossomos durante sua replicagéo, véao ficando mais curtos com a passagem de cada ciclo
celular. O mecanismo natural de defesa do telémero, constituidos por moléculas que reparam

quebras em fitas duplas de DNA, também s&o alteradas com o envelhecimento (Ju et al., 2006).



Este “encurtamento” tém sido relacionado a senescéncia celular, pois leva ao acumulo de danos a
fita dupla de DNA, além de afetar sua estabilidade.

Esses fendmenos intracelulares caracteristicos do envelhecimento se traduzem em
inumeras alteragdes fisicas em todo 0 organismo do idoso. Com relagdo @ composigéo e forma do
corpo, 0s idosos comegam a perder estatura a partir dos 40 anos, devido principalmente a
alteragdes vertebrais (Atkinson, 1969). Ja o cranio, as orelhas e o nariz tendem a crescer. Existe
ainda um aumento no tecido adiposo e uma diminuigao no teor total de agua provavelmente devido a
diminuigdo de células e da massa consumidora de oxigénio nos tecidos, sendo um aspecto muito
importante na farmacocinética de idosos, que também sofrem uma redugéo de cerca de 10% a 20%
no metabolismo basal, diminuindo suas necessidades caloricas diarias. A tolerancia a glicose se
altera, criando dificuldades no diagnostico do diabetes (Myhre & Kessler, 1966). As células adiposas
comegam a invadir tecidos ndo-adiposos como o figado, aumentando a porcentagem de gordura no
organismo (Cree et al, 2004). Num estudo longitudinal observando idosos por 10 anos, foi
observado um aumento médio de aproximadamente 1 Kg de gordura tanto para homens como para
mulheres, que constratou com um declinio no tamanho das coxas e bragos e na espessura da pele
(gordura subcutanea), indicando uma possivel redistribuico da gordura para a area visceral
(Hughes et al., 2004).

A pele de individuos idosos sofre muitas alteragdes estruturais e funcionais, ndo sé por
fatores inerentes ao envelhecimento, mas também por fatores ambientais (exposi¢éo ao sol) por se
tratar do pricipal tecido de protegé@o do organismo. A espessura da pele dos idosos tende a diminuir,
devido a uma retragdo das cristas epiteliais resultando em uma uniéo mais plana entre a epiderme e
a derme, que tem como consequéncia uma menor capacidade de resisténcia durante a distribuigao
de forgas e maior facilidade de romper apds um trauma (Hull & Warfel, 1983). A irrigagéo diminui
principalmente em regides muito vascularizadas como dedos e labios, além de haver uma menor
vasodilatagdo e/ou vasoconstrigdo quando expostas a variagdes de temperatura (Tolino & Wilkin,
1988). O colageno tipo |, que corresponde a aproximadamente 70-80% do peso seco da derme, tem
sua expressdo, solubilidade e espessura diminuidas (Gniadecka et al, 1994). Além disso, a
organizagao desta proteina comega a possuir uma orientagdo mais desorganizada formando fibras
mais frouxas, juntamente com um aumento significativo na quantidade de colageno tipo Ill, que é

normalmente abundante em tecidos de granulacdo (Waller & Maibach, 2006). A resiliéncia da pele



também é afetada pois, apesar de haver um aumento na quantidade e na extensdo das fibras de
elastina a partir dos 40 anos de idade, elas possuem quantidades anormais de lipideos e
carboidratos que prejudicam sua elasticidade (Escoffier et al., 1989).

O envelhecimento causa inUmeras mudangas no tecido désseo. O balango entre
neoformagéo e reabsorgédo é alterado, causando uma involugdo na arquitetura do tecido (Kloss &
Gassner, 2006). Esse desequilibrio parece ser causado ndo por um aumento no numero de
osteoclastos, mas sim por uma maior inatividade osteoblastica € um menor nimero de ostedcitos,
diminuindo a neoformacao dssea e mineralizagdo da matriz ostedide (Qiu et al., 2002). Sendo assim,
o tecido 6sseo se torna com o tempo, mais poroso, com um numero maior de lacunas de ostedcitos
vazias e canais de Harvers mineralizados (Chan & Duque, 2002). Essas mudancgas afetam
principalmente 0 0sso medular diminuindo a densidade Ossea trabecular, entretanto também
ocorrem reabsorgdes 6sseas na camada endocortical, s6 que numa velocidade mais lenta (Riggs et
al., 2004). Outra importante alteracdo que favorece a reabsor¢do 6ssea em idosos € o declinio na
producdo de estrégeno tanto em homens quanto em mulheres. Este horménio funciona como
protetor do tecido 6sseo inibindo os efeitos do paratorménio na ativagdo de osteoclastos, além da
producéo de citocinas pro-inflamatorias com IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF) (Chan & Duque,
2002). Por fim, existe um declinio generalizado na retencédo de proteinas da matriz éssea, como por
exemplo, a osteocalcina e as proteinas 6sseas morfogenéticas que sdo secretadas por osteoblastos
e desempenham um papel importante nas interagdes entre células e matriz 6ssea (Kloss & Gassner,
2006).

O tecido muscular de idosos também sofre alteragdes significativas coma idade. O peso
do musculo diminui, com fibras brancas e vermelhas em degeneragdo que sdo substituidas por
tecido conjuntivo (Ermini, 1976), e sarcdmeros mais desorganizados e com filamentos de miosina
mais finos (Herndon et al., 2002). A partir da quarta década de idade, existe um declinio na area
muscular e no numero de fibras musculares (Lexell et al., 1992), levando & musculos com menos
forca e com uma menor capacidade de captar oxigénio, causando fadiga muscular com mais rapidez
e com menos esforgo (Proctor & Joyner, 1997). O musculo cardiaco, considerado um orgdo pés-
mitético, ou seja, com baixa capacidade de renovagdo celular, também sofre alteragdes como a
perda de midcitos, que diminui a sua capacidade de responder a alteragbes no fluxo ventricular,

levando a uma menor performance e maior indice de doengas no miocardio (Anversa & Olivetti,



2002). Embora o musculo cardiaco aumente de tamanho, o numero e volume de miécitos diminuem,
havendo uma progressao no débito cardiaco e uma diminui¢do na frequéncia cardiaca (Lakatta &
Levy, 2003).

Apos o0s 25 anos de idade, apesar de manter para o resto da vida sua capacidade de
exercer sua principal fun¢do de fazer as trocas gasosas, o sistema respiratério comega a perder
performance. Primeiramente, ocorre uma perda de elasticidade estatica dos pulmdes, devido a
calcificagdes nas cartilagens dos 0ssos da cavidade toracica e uma diminuigdo nos espacgos entre 0s
discos vertebrais (Janssens et al.,, 1999). Essas alteragdes na caixa toracica também ajudam a
diminuir a forga dos musculos respiratérios, com perdas de até 25% na forca gerada pelo diafragma
(Polkey et al., 1997). Alteragbes no pulmao também ocorrem, como no tecido conjuntivo que
apresenta fibras colagenas mais estaveis € menos organizadas e ainda com a presenca de uma
pseudoelastina (Janssens et al., 1999). Apos os 50 anos, ocorre uma degenaragdo em parte da
elastina presente nos bronquios e alvéolos pulmonares, alterando sua dilatacdo e levando a um

quadro conhecido como enfisema senil (Edge et al., 1984).

2.2 INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO NO REPARO DOS TECIDOS

Mudangas especificas relacionadas ao envelhecimento no sistema imuno-inflamatério
que podem afetar o reparo dos tecidos incluem alteragdes na ades&o celular, migragéo e respostas
funcionais, que levam a uma excessiva resposta inflamatoria e degradagdo de matriz organica. O
macréfago, uma das principais células responsaveis pela resposta imune inata, possui sua adeséo e
migragcdo aumentada com a idade (liyama et al., 1992), possivelmente devido a um declinio na
expressdo do fator inibidor de migragédo de macréfagos (MIF), considerado um fator central na
regulacdo da inflamacg&o e reparo dos tecidos (Hardman et al., 2005). Este declinio na fungéo dos
macréfagos pode contribuir para o pior reparo em animais velhos: ratos jovens que sofreram uma
injecdo subcutanea com soro anti-macréfago apresentaram um retardo no fechamento de feridas,
similar ao dos animais velhos (Cohen et al., 1987). O neutrdfilo, outra célula que desempenha um
papel central, principalmente no inicio da resposta inflamatéria, também sofre alterages como a
idade. Células obtidas de doadores idosos, demonstraram aderéncia a fibras de nylon aumentada
apds os 60 anos, particularmente em mulheres (Silverman & Silverman, 1977). Estudos in vitro tém

relatado ainda, que apesar do maior nimero de neutréfilos, ocorre uma redugao na sua capacidade



de fagocitose e quimiotaxia, além de uma diminuicdo na sua diapedese devido a menor
permeabilidade vascular (Butcher et al., 2001).

Estudos in vivo tém proporcionado evidéncias que confirmam alteragbes na resposta
inflamatéria com a idade. Em modelos animais e humanos, um fluxo precoce de neutréfilos ocorre
nas feridas de idosos, porém, com uma proporgao de células maduras e imaturas alteradas (Ashcroft
et al.,, 1998). Swift et al. (2001), relataram um retardo no aparecimento de células T em feridas de
ratos velhos, com 37-43% de reducdo na sua capacidade fagocitica. Recentemente, também foi
demonstrado que a produgdo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a por células
mononucleares de idosos é aumentada.

A resposta imune adaptativa controlada principalmente por linfocitos T, também é
afetada pelo envelhecimento. Tanto a medula dssea (responsavel pelas células progenitoras),
quanto o timo (responsavel pela maturacdo destas células), sofrem alteracdes degenerativas,
criando populagbes de células T com uma capacidade comprometida de responder a desafios
antigénicos (Pawelec et al., 2001). Apesar de ndo haver um declinio na expresséo dos receptores de
antigenos em células T de idosos, sua re-expressdo, necessaria para uma resposta imune efetiva,
cai significtivamente (Wakikawa et al., 1997). Além disso, a capacidade de células T de idosos de
formar o complexo antigeno-anticorpo, e dentre as que formam o complexo, conseguem sinalizar
adequadamente para o desenvolvimento dos mecanismos de defesa especificos, €
aproximadamente 4 vezes menor do que em células T de jovens (Garcia & Miller, 2001). A resposta
imune adaptativa também é afetada por meio da redugdo na expresséo de IL-2 pelas células T de
idosos. Esta citocina pro-inflamatéria esta intimamente ligada & expanséo de clones de célula T e a
resposta imuno-inflamatoria Th1. A reducdo de sua expressao provoca um desequilibrio entras as
respostas Th1 e Th2. Na tentativa de compensar esta redugdo na expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias pelas células T, o sistema imune inato comega a produzir mais citocinas Th1 como IL-1
e IL-6, levando a um estagio conhecido como “Inflammaging”, que se torna ainda mais acentuada
em idosos que possuem alguma patologia (Fulop et al., 2006).

Os fibroblastos desempenham um papel importante no reparo dos tecidos, que na sua
fase inicial é controlado por sinais heterotropicos entre fibroblastos e células inflamatérias. Estas
células também se tornam senis, e apesar de continuarem viaveis, elas param de proliferar e a

responder a estimulos mitogénicos, provavelmente para se proteger de um processo de diviséo



descontrolado (Hayflick, 1965). Existe ainda um declinio global em todos os aspectos na mobilidade
de fibroblastos humanos em doadores idoso (Pienta & Coffey, 1990), sendo o soro sanguineo de
pacientes entre 60 e 64 anos inibitdrio para a migracao de fibroblastos pulmonares (Kondo et al.,
1989). Uma relagdo inversa entre a idade do doador e a capacidade proliferativa de fibroblastos
dérmicos também foi observada por Bruce & Deamond (1991), ocorrendo ainda alteragdes
importantes na migragao, fungdo de integrinas e organizagéo do seu citoesqueleto (Reed et al.,
2001). A resposta de fibroblastos da pele ao ferimento in vitro, demonstra um retardo na abilidade de
se restabelecer uma camada confluente com o aumento da idade do doador (Muggleton-Harris et al.,
1982). A producdo de metaloproteinases como MMP- 2 e 9, esta aumentada em feridas de idosos
(Ashcroft et al., 1997b), podendo aumentar a destruicdo de colageno, associada a uma elevada
producdo na quantidade de elastase derivada de neutréfilos, levando a excessiva quebra de
fibronectina em humanos idosos (Herrick et al., 1996).

Durante a fase de remodelagéo tecidual, que ocorre por meio da sintese, degradacao,
reorganizacao e estabilizagao de colageno pelos fibroblastos, também ¢ afetada pela idade. Estudos
recentes in vitro afirmaram que ocorre uma desregulagdo na atividade proteolitica, com menores
niveis de proliferacdo, € um aumento na atividade de colagenase e expressdo do RNAm para
colagenase em individuos velhos (Khorramizadeh et al., 1999). Em 1968, Halasz observou que
feridas que ocorrem em idosos, possuem indices de rompimento maiores além de adquirem
resisténcia mais devagar quando comparadas com animais jovens, podendo resultar num aumento
na incidéncia de infecgdes e complicagbes médicas entre idosos.

A angiogénese, outro importante fenémeno que ocorre durante o reparo dos tecidos &
retardada e alterada com a idade. Existe uma diminui¢do na densidade capilar da vascularizagédo
pré-exististente, atingindo niveis 40% menores na neoformagéo vascular em tecidos de idosos
(Reed & Edelberg, 2004). Os vasos envelhecidos perdem sua capacidade de dilatar inibindo a
passagem de sangue para o tecido isquémico, causada em parte pela redugdo na expresséo de
endotelina 1 (Tschudi & Luscher, 1995). A produgdo de trombospondina, um componente
extracelular importante durante a angiogénese, ocorre em células obtidas de jovens, mas é
praticamente ausente em idosos (Kramer et al., 1985). Por fim, a expresséo do fator de crescimento

endotelial (EGF), um componente critico tanto na angiogénese fisioldgica quanto patofisiologica, é



diminuida no seu estado basal e apds injdrias aos tecidos envelhecidos (Ferrara & Gerber, 2001).

2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DO ENVELHECIMENTO DO PERIODONTO
Com a idade, algumas mudangas podem ocorrer nos principais tecidos do periodonto:

Epitélio — Muitas mudangas ocorrem no epitélio oral com o envelhecimento, comegando por um
afinamento do epitélio (Shklar, 1966) e queratinizagao diminuida (Papic & Glickman, 1950). Wentz
et al. (1952), observaram ainda, um aumento na altura das pregas epiteliais, assim como na
presenca de papilas do tecido conjuntivo. Além disso, o epitélio oral possui uma maior densidade
celular, porém sem alteragdes morfologicas (Ryan et al., 1974). Com relagdo ao tempo necessario
para a regeneracdo do epitélio oral de idosos, alguns estudos indicam que a atividade mitética
aumenta (Toto et al., 1975), e outros que ela diminui (Karring & L6e, 1973), possivelmente por
diferengas metodoldgicas na avaliagao dos tecidos. O sulco gengival também pode sofrer mudancas
mesmo na auséncia de biofilme dental. Sashima et al. (1991) observaram um aumento no
comprimento do epitélio juncional, acompanhado de uma diminuicao na altura da crista gengival sem
a formagéo de bolsa gengival, levando assim, a um aumento da recessdo gengival. Alteracdes
importantes relacionadas as células de Langerhans (CL), situadas na camada espinhosa do epitélio,
e que representam uma importante linha de defesa intraepitelial por capturarem o antigeno e
apresentarem as células T nos nddulos linfaticos também ocorrem. Existe uma diminuigdo na
densidade de CL, que também apresentam dendritos mais curtos e com menos prolongamentos
citoplamaticos. Estas alteragdes sugerem uma deterioragéo celular que limita a capacidade destas
células de previnir a invaséo de antigenos (Zavala & Cavicchia, 2006).

Tecido conjuntivo — O ligamento periodontal de individuos jovens é bem organizado e estruturado, e
com a idade, o nimero de fibras e células diminui e sua estrutura se torna mais irregular (Severson
et al., 1978). Alguns estudos demonstraram que a atividade mitética e produgéo de matriz organica
sdo reduzidas (Stahl & Tonna, 1977), havendo uma diminuigdo na quantidade de colageno soluvel, e
assim, aumentando sua temperatura de contragéo. A velocidade na renovagéo de colageno também
diminui, entretanto assim como em jovens, ela ocorre em maior quantidade nos tergos apical e
cervical devido a demandas funcionais, e do lado do 0sso que é um tecido mais dindmico do que o
cemento (Oehmke et al., 2004). Estas alteragdes na estrutura e produgéo de colédgeno por células do

PDL envelhecidas, podem ser explicadas pela hipermetilagdo da regido promotora do gene que



expressa colageno 1, que leva ao blogqueio na express@o do gene e consequente diminuigdo na
producdo da proteina (Ohi et al., 2006). Finalmente, Haim & Baumgartel (1968) relataram um
aumento no numero de fibras elasticas e uma diminuigdo no numero de restos epiteliais de
Malassez. Com relagdo a microvascularizagdo do ligamento, apesar de haver um aumento na
densidade de vasos por mm2, ela ocorre em grande parte devido a diminuicdo na area do ligamento
periodontal e n&o pelo aumento no numero de vasos. Ocorre ainda uma diminuicdo nas
anastomoses de cada vaso, reduzindo sua area de irrigacdo e possivelmente a difusdo sanguinea
pelo tecido (Sims et al., 1996).

Cemento — Com a idade o cemento aumenta em espessura com uma tendéncia a uma maior
aposicdo na regido apical e lingual, provavelmente devido a erup¢do passiva que envolve a
reinsergao de fibras entre o cemento e o ligamento periodontal (Severson et al., 1978). Logo ap6s a
formagdo cementaria, ocorrem normalmente a morte e envelhecimento de cementocitos, devido a
rapida redugdo no acesso a substancias nutritivas, além de uma baixa capacidade em liberar
metabdlitos celulares. Também foi observado que com a idade, a formagdo cementéria se torna
essencialmente acelular, com areas de reabsorgdo e aposi¢do, provocando uma irregularidade
aumentada na sua superficie (Severson et al., 1978). Entretanto, caracteristicas relacionadas a
presenca de proteinas ndo-colagenas como proteoglicanas e glicoseamonoglicanas (i.e.-
condroitina, fibromodulinas, lumicanas) ndo parecem ser afetadas pela idade (Ababneh et al., 1999),
apesar de alteragdes estruturais e quantitativas serem esperadas.

Osso Alveolar — Assim como todos os outros tecidos conjuntivos, 0 0sso alveolar sofre mudangas
com a idade. A superficies e inser¢ao de fibras periodontais do 0sso alveolar se tornam irregulares e
a placa cribiforme perde em espessura (lve et al, 1980). Além disso, 0 0sso que inicialmente é
formado por um trabeculado imaturo, se torna um 0sso lamelar denso, com um aumento no numero
de lamelas intersticiais (Severson et al., 1978). Utilizando material de autépsia, Stahl et al. (1977)
concluiram que a camada osteogénica do alvéolo possui um nimero menor de células e sugerem
que ela tem menor capacidade de proliferagdo, porém, coberta por uma camada ativa de
osteoblastos. O fator importante que sugere um menor capacidade regenerativa é o aumento
signativo nas lacunas de Howship, que poderia diminuir a fonte de células necessarias para a

neoformacgéo dssea (Jager, 1996). Entretanto a influéncia da idade sobre o processo alveolar ainda



gera muita discussdo, pela grande variedade entre individuos e entre diferentes regides dos
maxilares (von Wowern, 2001).

Placa — Em relag&o a influéncia da idade na composigao do biofilme dental, Kleinberg et al. (1971)
observaram que em adolescentes ela possui uma menor quantidade de calcio e fosforo,
provavelmente pela diferenga na concentragdo destes sais na saliva. Alguns estudos observaram
um maior acumulo de placa em individuos velhos, provavelmente devido a um maior indice de
retragbes gengivais e alteragdes fisiolégicas na composi¢do da saliva. Além disso, ndo houve
diferengas na atividade de dextranos, sucrase e amilase. Entretanto, a atividade de levanos e
contagem viavel de microrganismos foi maior nos individuos jovens, sugerindo que a composi¢éo do
biofilme dental é qualitativamente diferente entre jovens e idosos (Holm-Pedersen et al., 1980).
Resposta do hospedeiro — O biofilme dental pode estar presente por anos antes que o epitélio
juncional comece a migrar apicalmente. Além disso, o inicio e progressao da doenga periodontal
varia muito entre individuos, e existem algumas evidéncias que sugerem que estas diferencas
também podem ocorrer com a idade. Num estudo de Matsson (1978) foi relatado que ap6s indugéo
de gengivite experimental, os niveis de exsudato e sangramento gengival eram maiores nos
individuos velhos, mostrando que a inflamagao dos tecidos periodontais se desenvolveu mais
rapidamente neles e sugerindo uma resposta imunolégica comprometida. Este fendmeno confirma
as conclusdes de Loe et al. (1978), de que se a doenga periodontal esta presente, a velocidade de
sua destruicdo aumenta apds os trinta anos. Entretanto Van der Velden et al. (1985) observaram que
pacientes mais jovens com a mesma quantidade de comprometimento periodontal que pacientes
mais velhos, sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenga, e que um possivel efeito da

idade é sobreposto pelos diferentes niveis de susceptibilidade destes individuos.

2.4 INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO NO REPARO DOS TECIDOS PERIODONTAIS

Estudos utilizando animais velhos mostraram um menor reparo nos tecidos
periodontais, principalmente no tecido conjuntivo (Tonna & Stahl, 1973). Em outro estudo realizado
em humanos avaliando a cicatrizagao de bidpsias da regido vestibular da gengiva, foi demostrado
que a cicatrizacdo era mais rapida em jovens, e que nos velhos o tecido gengival ndo regenerava
completamente (Holm-Pedersen & Lde, 1971). J& Abbas et al. (1984), observaram que ap6s

tratamento cirurgico em pacientes de diferentes idades, com a mesma quantidade de destrui¢do



periodontal, o tempo de cicatrizagdo foi maior nos jovens devido a maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenga, ou seja, o efeito da idade foi novamente sobreposto pela
susceptibilidade a doenga. Recentemente, Engeland et al. (2006), avaliaram a influéncia da idade e
do sexo na cicatrizagdo da mucosa oral. Foram avaliados 212 pacientes entre 18 e 88 anos, ap6s a
criagdo de uma ferida de 3,5mm de diametro por 1,5mm de profundidade. Apds 2 dias as feridas dos
pacientes jovens (até 35 anos), ja era menor do que entre os velhos (acima de 55 anos). Entre 5e 7
dias, o numero de pacientes completamente cicatrizados também foi superior entre os jovens,
independentemente do sexo dos pacientes.

Alguns estudos in vitro vém tentando compreender quais 0s mecanismos que estariam
envolvidos na influéncia da idade sobre o reparo dos tecidos periodontais. Goseki et al. (1996),
avaliaram em CLPD, a influéncia do envelhecimento in vitro sobre a produgéo de fosfatase alcalina,
catepsina e colageno, que tem papel importante no reparo dos tecidos periodontais. Os autores
abservaram que a atividade de fosfatase alcalina e secregdo de colageno reduziram
significativamente com o envelhecimento, sugerindo um comportamento catabdlico do ligamento
periodontal, que pode influenciar negativamente durante o reparo destes tecidos.

A caracterizagéo da expressao fenotipica de fibroblastos gengivais obtidos de doadores
idosos foi avaliada por Solmi et al. (1996), em células obtidas de individuos periodontalmente
saudaveis e com periodontite. O potencial de proliferacéo, area celular e adeséo dos fibroblastos
gengivais ndo foi alterado pela presenga de doenga periodontal e idade, provavelmente porque o
ambiente destas células é continuamente humidificado pela saliva, que sempre contém fatores de
crescimento, inclusive na senescéncia.

A capacidade de proliferagdo de CLPD obtidas de doadores idosos também foi avaliada
por Nishimura et al. (1997), por meio de citometria de fluxo. Além disso, também foram avaliadas a
capacidade de replicacdo destas células e a expressdo de c-fos que é um fator essencial para
proliferacdo celular. Os autores observaram que nas células dos idosos, a proliferagao e replicagao
estava diminuida, e que ndo havia a expresséo de c-fos, sugerindo que o ligamento periodontal mais
fibrético de idosos, pode ser a razao para uma menor capacidade de reparo, e que isto pode ocorrer
devido a um acumulo progressivo de células senis nestes tecidos.

Na tentativa de compreender como o envelhecimento celular pode afetar o reparo do

tecidos periodontais, Abiko et al. (1998) realizaram uma série de ensaios in vitro. Primeiramente



fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal foram envelhecidos in vitro com subcultivagdes,
depois foram isoladas células de pacientes com Sindrome de Down e de pacientes idosos e por
ultimo foram obtidas células osteoblésticas da calvaria de ratos. As células foram tratadas com
lipopolissacarideos e forgas ciclicas. Os resultados demonstraram que as células envelhecidas
produziram uma maior quantidade de mediadores como PGE- 2, IL-1} e 6, e sugeriram que a idade
pode ser um fator importante durante a progresséo e reparo da doencga periodontal. Mayahara et al.
(2007) confirmaram estes resultados mostrando que culturas primarias de células do PDL de idosos,
expressam mais COX-2 e produzem mais PGE, quando submetidas a compressdo, com o ponto de
conversao por volta de 35 anos de idade.

A produgédo de osteocalcina, uma proteina 6ssea importante para manutencdo dos
tecidos periodontais, por células do ligamento periodontal senis foi avaliada por Sawa et al. (2000).
Os resultados mostraram que a producgéo da proteina era diminuida nestas células, e que em células
jovens ela estava aumentada quando as células eram estimuladas, sugerindo um envolvimento na
sua atividade motdtica.

As proteinas ricas em cisteina (SPARC) tém um papel importante durante os processos
de reparo e mineralizagdo. Ja a osteoprotegerina (OPG) estd associada com a inibigdo de
maturagao, atividade e sobrevivéncia de osteoclastos. Shiba et al. (2000) avaliaram a expresséo e a
habilidade proliferativa destas proteinas em CLPD obtidas de idosos. Os resultados demonstraram
que os niveis de SPARC aumentaram com a idade, enquanto os de OPG permaneceram
inalterados. Os autores concluiram que estas alteragdes podem estar relacionadas ao metabolismo
do ligamento periodontal e influenciar seu reparo através de uma menor proliferacéo destas células.

As CLPD osteogénicas também sofrem senescéncia, independentemente da idade do
doador. Num estudo de Sawa et al. (2004), avaliaram a produgao de fosfatase alcalina por células
senis e observaram que existe uma redugdo na expressao desta proteina, podendo alterar sua

habilidade de induzir calcificagao.



3 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Estabelecer uma cultura priméaria de CLPD isoladas de doadores jovens € idosos;

2. Avaliar comparativamente o comportamento e expressdo génica de CLPD obtidas de

doadores idosos € jovens;

3. Avaliar comparativamente o comportamento e expressdo génica de CLPD obtidas de

doadores idosos e jovens frente ao tratamento com bFGF na concentragéo de 10ng/ml.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Para este estudo foram selecionados 9 individuos periodontalmente saudaveis, em
tratamento nas clinicas de graduagao e pos-graduacdo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
— UNICAMP e no Centro de Especialidades Odontoldgicas da Prefeitura Municipal de Piracicaba. De
acordo com os critérios de inclusdo estabelecidos participaram do estudo pacientes dentados ou
parcialmente edéntulos (com pelo menos 14 dentes naturais), desde de que ndo apresentassem
evidéncias de modificadores sistémicos da doencga periodontal (osteoporose, diabetes e tabagismo)
e tenham tomado antibiéticos, antiinflamatérios ou terapia hormonal. Foram excluidas ainda da
amostra mulheres gravidas ou lactantes. Foram ainda excluidos os pacientes que ndo estivessem de
acordo com o consentimento formal para a participagdo na pesquisa, apos a explicagao dos riscos e
beneficios por individuo nédo envolvido na mesma. (Resolugéo n° 196 de outubro de 1996 e o Cddigo
de Etica Profissional Odontoldgico - CFO 179/93. A Tabela 1 ilustra as caracteristicas demograficas
dos voluntérios incluidos no estudo.

Os individuos selecionas foram submetidos a anamnese, exame clinico, periodontal e
radiografico, e categorizados nos seguintes grupos experimentais: A — inclusos (composto por
células extraidas de terceiros molares inclusos de 3 voluntarios entre 18 e 30 anos de idade), B -
jovens (composto por células extraidas de pré-molares completamente erupcionados e em fungéo
com extragdo indicada por motivos ortodénticos de 3 voluntérios entre 15 e 20 anos de idade) e C -
idosos (composto por células extraidas de dentes completamente erupcionados e em fungdo com
extragdo indicada por motivos protéticos de 3 voluntarios acima de 60 anos de idade), D — grupo A
submetido ao tratamento com 10ng/ml de bFGF, E — grupo B submetido ao tratamento com 10ng/ml
de bFGF e F - grupo C submetido ao tratamento com 10ng/ml de bFGF . Para todos os ensaios foi

utilizada uma mesma linhagem celular obtida de um elemento dentario de cada paciente.



Tabela 1 - Caracteristicas demograficas do grupo de voluntarios a partir dos quais culturas primarias de células do
ligamento periodontal foram estabelecidas e utilizadas em todos os ensaios

PACIENTE GENERO IDADE GRUPO
L.F.P. feminino 20 A —inclusos
T.F.Q masculino 18 A —inclusos
M.C.O masculino 19 A —inclusos

AP feminino 20 B — jovens
C.W. feminino 15 B — jovens
B.F.J. masculino 19 B —jovens

M.C.D. feminino 61 C —idosos
M.P.A. masculino 73 C —idosos
S.E.A. masculino 64 C —idosos

4.2 CULTURAS PRIMARIAS DE CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

A cultura primaria de CLPD foi obtida tendo como base a técnica descrita por
Somerman et al. (1988). Imediatamente apés a extragdo, os dentes foram acondicionados em um
tubo tipo Falcon (15 ml) contendo 5 ml de meio de bidpsia [Dulbecco’s Modified Eagle Médium
(DMEM), soro fetal bovino (FBS) a 10%, 250ug/ml de sulfato de gentamicina, 5ug/ml de anfotericina
B, 100ug/ml de estreptomicina e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD,
USA)]. Em seguida os dentes foram lavados cinco vezes no meio de biopsia, € sobre uma placa de
petri esterelizada (100X20mm), o ligamento periodontal do ter¢co médio foi removido gentiimente com
uma cureta tendo sua extremidade de corte romba para evitar a remogao de lascas de cemento e
dentina. O tecido foi cortado em pequenos pedagos e transferidos para um prato de cultura de
células de 60X15 mm (contendo 1ml de meio de bidpsia). O tecido foi entdo incubado em estufa
umidificada a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO.. No dia seguinte, 0 meio de bidpsia foi
trocado por 1ml de um meio de cultura padréo composto por DMEM, FBS a 10%, 100g/ml de

estreptomicina e 100U/ml de penicilina.



Apos as células atingirem confluéncia, o que ocorria entre 15 e 20 dias apds o inicio do
experimento, 0 meio de cultura era removido, as células resuspendidas em uma solugéo de Tripsina
0,25% e EDTA 2,21mM (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA) e transferidas para
frascos de cultura T-75 para que ocorresse a expansado destas em cultura (primeira passagem
celular). A troca do meio de cultura ocorreu a cada 3 dias, com a adicao de 10ml de meio de cultura
padrdo. Apds a expansdo nos frascos as células eram novamente resuspensas em tripsina e
congeladas a -70°C para posterior utilizacdo nos experimentos. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata e utilizando células entra a segunda e quinta passagens.

4.3 ENSAIO DE PROLIFERAGAO E VIABILIDADE CELULAR

As células foram semeadas em triplicata em placas de cultura celular de 35mm a uma
densidade de 2X104 células por pogo em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100ug/ml de
estreptomicina e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA), sendo
entdo incubadas em estufa umidificada a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO; por 24 horas.
O meio foi entdo removido e as células lavadas com tampéo fosfato salino (PBS - Gibco BRL, life
technologies, Rockville, MD, USA),e foi entdo adicionado DMEM contendo apenas 100ug/ml de
estreptomicina e 100U/ml de penicilina e sem a adi¢cdo de FBS por 48 horas (“cell starvation”). Este
periodo é necessario para que todas as células entrem em quiescéncia (fase do ciclo celular em que
ndo ha mitose), e também para que n&o ocorra um efeito residual do FBS a 10% utilizado para
semear as células, ja que existe uma grande quantidade de fatores de crescimento nele que podem
se sobrepor aos efeitos do bFGF avaliados no ensaio. O meio foi entdo removido (dia 0) e as células
tratadas com meio contendo DMEM, FBS a 1% (a baixa concentragéo de FBS é necessaria para que
possiveis efeitos do bFGF ndo sejam mascarados), 100ug/ml de estreptomicina e 100U/ml de
penicilina com ou sem a adigao de bFGF (10ng/ml), sendo o meio trocado a cada trés dias (Figuras 1
e 2). Nos dias 2, 4 e 8, 0 meio de cultura foi removido, as células resuspensas com 1ml de uma
solugéo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM, incubadas a 37°C por 5 minutos, sendo 1ml de meio de
cultura com FBS adicionados ao prato de cultura apds este periodo (o meio com FBS é utilizado para
neutralizar o efeito da tripsina sobre as células). O nimero de células e a viabilidade celular foram

obtidos respectivamente por meio da utilizagdo de um hemocitdmetro e da técnica de azul de tripano.



Brevemente, quantidades iguais de amostra e de azul de tripano foram adicionadas a um tubo de
ensaio e homogeinizados por 5 minutos. Em seguida uma aliquota de 6ul foi levada ao
hemocitdmetro e o nimero de células era contado. As células sem coloragdo eram consideradas
viaveis e as que apresentavam coloragdo azul eram consideradas nédo-viaveis (a membrana celular
de células ndo-vidveis esta rompida permitindo a entrada do corante dentro da célula). O nimero de

células obtido era entdo utilizado para calcular o nimero total de células viaveis e ndo-viaveis da

amostra.
2X10*
células Contagem Troca Contagem Troca Contagem
FBS 10% FBS 0% FBS 1% dia 2 meio dia 4 meio dia 8
3 2 0 2 3 4 6 g dias

Figura 1 - Delineamento experimental do ensaio de proliferacéo e viabilidade celular

10ng/ml bFGF Onjg/ml WFGF

Figura 2 - Fotomicrografia de células do ligamento periodontal. As células foram semeadas,
passaram por 2 dias de privagdo de FBS para se tornarem quiescentes, e s entdo eram tratadas
(A) ou ndo (B) com bFGF (10ng/ml). (Magnificagéo: 10X)



4.4 ENSAIO DE MINERALIZAGAO

As células foram semeadas em quadriplicata em placas de 20 pogos a uma densidade
de 2X104 células por pogo em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100ug/ml de estreptomicina e
100U/ml de penicilina, sendo entdo incubadas em estufa umidificada a 37°C em atmosfera saturada
em 5% de CO». Antes das células entrarem em confluéncia o meio foi removido e as células lavadas
em PBS, com a adi¢do de DMEM contendo apenas 100ug/ml de estreptomicina e 100U/ml de
penicilina e sem a adi¢éo de FBS, e incubadas por 48 horas, como descrito anteriormente. O meio
foi entdo trocado (dia 0) e as células cultivadas por 28 dias em DMEM contendo a) FBS a 1%, b)
FBS a 5%, c) FBS 5% e FGF (10ng/ml), d) FBS 5% e suplemento para mineralizagao (50ug/ml de
acido ascérbico e 10mM de B-glicerol fosfato) e €) FBS 5% , FGF (10ng/ml) e suplemento para
mineraliza¢do (50ug/ml de &cido ascérbico e 10mM de B-glicerol fosfato). O meio era trocado a cada
trés dias (Figura 3). A fim de se determinar a formacdo de nddulos minerais foi realizado o ensaio
Von Kossa como descrito em Bancroft & Stevens (1990). O meio de cultura foi removido, a placa
lavada com tampé&o fosfato salino (PBS - Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA) em
temperatura ambiente e as células fixadas com etanol 100% (1ml por pogo) por 30 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida as células foram re-hidratadas em concentragdes decrescentes
de etanol (100% até 50%, 5 minutos cada), e lavadas em agua destilada por duas vezes. Depois
foram lavadas em uma solugéo de AgNO3 5%, e incubadas a 37°C no escuro por 1 hora. As células
foram lavadas quatro vezes em agua destilada e expostas a luz até que o mineral escurega
(aproximadamente 24 horas). Em paralelo, a fim de se quantificar o padréo de formagéo de minerais,
a técnica de coloragao por alizarina vermelha (Sigma, St Louis, MO, USA) foi utilizada. As células
foram lavadas com PBS e fixadas em etanol 70% gelado por pelo menos 1 hora. O etanol foi
aspirado e as células lavadas com &gua para remover o etanol remanescente. A cada pogo foi
adicionada 1ml de uma solugéo de alizarina vermelha (40Mm - pH 4,2) em temperatura ambiente por
10 minutos sob agitacéo, as células foram entao lavadas por cinco vezes com agua a fim de remover
a solucéo de alizarina vermelha, e 1ml de PBS sera adicionado a cada pogo por 15 minutos sob
agitacdo a fim de reduzir coloragdo ndo especifica. A placa foi entdo fotografada antes do
procedimento de descoloracdo dos nédulos para a andlise quantitativa. Para promover a
descoloragéo dos nddulos, foi adicionado 1ml de uma solugéo de cloreto de cetilperidina a 10% (pH

7,0) por 15 minutos e as aliquotas desta solugdo submetidas a analise em um leitor de placas



utilizando-se uma curva padrao de diferentes diluicdes da solugao de alizarina como referéncia para
determinacdo da concentragcdo das amostras num comprimento de onda de 562nm. O ensaio de

mineralizag&o foi realizado em dois tempos distintos com resultados similares.

2X104
células Ensaio de
FBS 10% FBS 0% Tratamentos mineralizagdo
| | Troca de meio a cada 3 dias
-3 ) 0 28 dias

Figura 3 - Delineamento experimental do ensaio de mineralizagao

4.5 AVALIACAO DOS NiVEIS DE RNAm POR MEIO DE PCRq
4.5.1 Extragao de RNA

As células foram semeadas em ftriplicata em placas de cultura celular (60mm) a uma
densidade de 5X104 células por placa em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100ug/ml de
estreptomicina e 100U/ml de penicilina, sendo entao incubadas em estufa umidificada a 37°C em
atmosfera saturada em 5% de CO2 até atingirem sub-confluéncia. O meio foi entdo removido e as
células lavadas com PBS, e foi entdo adicionado DMEM contendo apenas 100ug/ml de
estreptomicina e 100U/ml de penicilina e sem a adicdo de FBS por 48 horas como descrito
anteriormente. O meio foi removido, e as células tratadas com DMEM, FBS 1% (a baixa
concentragdo de FBS é necessaria para que possiveis efeitos do bFGF ndo sejam mascarados),
50ug/ml de acido ascérbico com ou sem bFGF (10ng/ml) por 48 horas (Figura 4). A extragéo de
RNA total foi realizada com o uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Brevemente, o meio de cultura foi aspirado (armazenado a -20°C
para posterior analise dos niveis de proteina total — item 4.5) e as células lavadas com PBS em
temperatura ambiente. Um mililitro do reagente Trizol® foi adicionado a cada prato de cultura sendo
seu o conteudo (células + reagente Trizol®) transferido para um tubo de polipropileno e incubado por
5 minutos em temperatura ambiente. A cada tubo de polipropileno foi adicionado 0,2ml de
cloroférmio (Merck, Frankfurt, Alemanha) sendo estes agitados cuidadosamente em “vortex”,
incubados por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a 9500rpm por 15 minutos a 4°C.
A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado 0,5ml de isopropanol (Merck,



Frankfurt, Alemanha), sofrendo agitagdo em “vortex” e incubado por 15 minutos em temperatura
ambiente. Novamente os tubos foram centrifugados a 9500rpm por 15 minutos a 4°C. O precipitado
foi lavado em etanol 75% gelado e seco a temperatura ambiente, com o tubo invertido sobre um
papel de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em &gua MiliQ livre de Rnase e entdo
armazenadas a -70°C. Uma aliquota de 1ug (diluicdo 1:100) foi utilizada para a obtengéo da
concentragdo de RNA da amostras por meio de um espectrofotdmetro. A integridade do RNA de

todas as amostras foi entdo checada (Figura 5).

5X10*
células Extracéo
FBS 10% FBS 0% FBS 1% De RNA
-3 -2 0 2 dias

Figura 4 - Delineamento experimental da extragéo de RNA
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Figura 5 - Imagem ilustrativa do gel de eletroforese que comprova a integridade do RNA total de todas as
amostras. A corrida era sempre realizada previamente a sintese de DNA complementar (cDNA)



4.5.2 Sintese de cDNA

O RNA total foi tratado para a eliminagao de qualquer residuo de DNA na amostra (DNA-
free™, Ambion Inc. Austin, TX, USA), e 1ug da amostra foi utilizado para a sintese do DNA
complementar (cDNA). Para isto, as reagdes foram realizadas utilizando-se o kit “first-strand cDNA
synthesis (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante
para um volume final de 20ul. Os reagentes utilizados e suas respectivas concentragbes foram:
solugéo tampéo (1x), MgCI2 (5mM), mistura de deoxinucleotideos (1mM), “primers” randomizados -
p[dN]6 (3,2ug), inibidor de Rnase (50U), e trancriptase reversa — AMV (20U).

4.5.3 Desenho dos “Primers”

Os “primers” para GAPDH (gene de referéncia) colagenos tipo | e lll, MMP-2 e 8, TIMP-1
e 2, PDGF-1, BMP-3, bFGF, FGFR1, OPG, RANKL, IL-1, IL-4, IL-6 e IL-8 foram desenhados com o
auxilio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar “primers” para o LightCycler
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) (Tabela 2). Todos os “primers” foram verificados
em relag@o a sua especificidade verificando a curva de Melting, e utilizando-se sempre controles

positivos e negativos.

4.5.4 Otimizacao das reagoes

A eficiéncia das reagdes para cada “primer” foi otimizada anteriormente ao inicio das
reacdes propriamente ditas. Concentragdes variando 0,25 a 1uM de cada “primer” foram utilizadas
para se determinar em quais condigdes a reagao teria a melhor eficiéncia e maior especificidade.

Condigdes essas sugeridas pelo fabricante do equipamento.

4.5.5 Reagoes de PCRq

As reacbes de “real-time” PCR foram realizadas com o sitema LightCycler (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit “FastStart DNA Master Plus SYBR
Green | (Roche Diagnostic Co.)”. O perfil das reagdes foi determinado seguindo a férmula sugerida
pelo fabricante do equipamento. Para cada uma das “corridas”, a agua foi utilizada como controle
negativo, e o produto das reagdes foi quantificado utililizando o programa do préprio fabricante

(LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como



0 gene de referéncia (normatizagao dos valores) por ser expresso por todos o0s tipos celulares e néo
ter sua expressao influenciada pela idade dos pacientes. Todas as amostras foram processadas em

triplicata em dois tempos distintos com resultados semelhantes.

4.6 ENSAIO PARA PROTEINA TOTAL SECRETADA

Os meios de cultura obtidos a partir do experimento descrito acima (ltem 4.4, extragéo
de RNA) e armazenados a -20°C foram utilizados para a quantificacdo dos niveis de proteina total
secretada utilizando-se o sistema “Protein assay” (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Brevemente, foram
preparadas 5 diluigdes da solugdo padréo (globulina bovina) para a obtengdo da curva padrdo. Em
seguida, a cada pogo de um microprato foram adicionados 10l da solugéo padréo e suas diluigdes,
e das amostras dos meios de cultura coletados previamente. Foram ent&o adicionados 200yl do
reagente previamente preparado de acordo com as recomendacdes do fabricante. O microprato foi
gentilmente agitado por 5 segundos e apds 15 minutos as absorbancias obtidas por meio de um
leitor de micropratos utilizando-se um comprimento de onda de 595nm. As amostras foram

processadas em triplicata em dois tempos distintos com resultados semelhantes.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Uma vez obtidos os dados das triplicatas realizadas para todos os ensaios realizados,
médias representativas de cada populagao foram submetidas a uma anélise estatistica usando um
nivel de significdnca de 5%. Para analise intragrupo dos dados dos ensaios de proliferagao foi
utilizado o teste paramétrico ANOVA de medidas repetidas, e quando detectada diferenga
estatistica, o teste paramétrico de Tukey foi utilizado para detectar a diferenga. Ja na anélise
intergrupo dos dados de proliferacdo celular, e para os dados de proteina total, mineralizagao e
expressdo génica foi utilizado o teste paramétrico ANOVA dois critérios, e quando detectada
diferenga estatistica, o teste paramétrico de Tukey foi utilizado para detectar a diferenca. Para o
ensaio de viabilidade celular, na analise intragrupo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Friedman,

e para a analise intergrupo o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.



Tabela 2 - Seqliéncia dos primers ja desenhados e as respectivas Tm’s. Gapdh: Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; MMP: metaloproteinase; TIMP: inibidor tecidual de metaloproteinases;
OPG: Osteoprotegerina; RANKL: Receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand; IL: Interleucina;
FGFR: receptor para FGF; bFGF: Fator de crescimento basico de fibroblastos; BMP: Proteina 6ssea
morfogenética; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas

Gene Primer Tm (°C)
Gapdh F- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 53,6
R- GAAGATGGTGATGGGATTTC 51 4
Colageno | F- CCCTGGTGCTACTGGTT 60,1
R- ACCACGCTGTCCAGCAATA 604
Colageno IlI F- CCTGGTGGTAAAGGAGAAAGAG 59,9
R- GACCAGGAAGACCACGAG 60.2
BMP-3 F- TGGCTGTCTAAAGATATCACTCAATTC 60,0
R- GCGGCATCATTGGCATATAC 60.0
PDGF-1 F- GGGAAGGCCTAGGGAGT 60.6
R- ACATAGTAGGTTCAGGAATGTAACAC 59.9
bFGF F- AACATCTCCTAACTTGTTTAAATGTCC 60,0
R- ATCCGGTGCTTCCACGA 597
FGFR1 F- GGTCTCTGAGTATGAGCTTCC 59,6
R- CCACTTTGGTCACACGG 59 7
MMP-2 F- CGACCGCGACAAGAAGTA 60,2
R- GCACACCACATCTTTCCGTCA 604
MMP-8 F- CAGTTTCCATTCATCTTCCAAGG 59,9
R- CCCATCACCGTCGAGTC 602
TIMP-1 F- GGGTTCCAAGCCTTAGGG 60.1
R- GCAGGTAGTGATGTGCAAGA 59.9
TIMP-2 F- AGCTTGCAGGAGGAATCG 60.7
R- ACAAGCCCGGATAAAGCAAA 60.3
OPG F- CAAAGTAAACGCAGAGAGTGTAGA 59,9
R- GAAGGTGAGGTTAGCATGTCC 506
RANKL F- CGACATCCCATCTGGTTCC 56,5
R- GCTGGTTTTAGTGACGTACACC 560
IL-1B F- CTTCTTCGACACATGGGATAAC 60,3
R- TTTGGGATCTACACTCTCCAGC 606
IL-4 F- GTTGACCGTAACAGACATCTTTG 60,2
R- CGAGCCGTTTCAGGAATC 59.9
IL-6 F- CTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGA 60,2
R- TCAGCAGGCTGGCATTT 609
IL-8 F- GCCAAGAGAATATCCGAACTTTAAT 59.6

R- CTGGCTAGCAGACTAGGG 59.8




5 RESULTADOS

5.1 OBTENGAO DE CULTURAS PRIMARIAS DE CLPD

Culturas primarias de CLPD foram obtidas com sucesso em aproximadamente 50% das
bidpsias. Nos casos de insucesso, 0s problemas ocorriam principalmente devido a instabilidade dos
fragmentos de ligamento periodontal no prato de cultura de células. Nos casos de sucesso, as
primeiras CLPD migravam para fora da bidpsia entre 5 e 10 dias, e entre 15 e 20 dias ja atingiam
confluéncia e estavam prontas para fazer a primeira passagem. Analizadas sob um microscopio
optico, elas apresentavam uma morfologia de fibroblastos, com aspecto achatado e com

prolongamentos citoplasmaticos alongados (Figura 6).

Figura 6 - Cultura de células derivadas do ligamento periodontal. (A) Um dia apds serem semeadas
mostrando seu aspecto alongado e com algumas expansdes citoplasmaticas. (B) Aproximadamente 20 dias
em cultura, atingindo confluéncia que variava de acordo com a idade do doador e tratamento. (Magnificagéo:
A=20X, B=10X)



5.2 AVALIAGAO DO COMPORTAMENTO E EXPRESSAO GENICA DE CLPD OBTIDAS DE
DOADORES JOVENS E IDOSOS FRENTE AO TRATAMENTO COM bFGF (10ng/ml)

5.2.1 Proliferagao e viabilidade celular

Com o intuito de investigar a influéncia do fator idade na proliferacéo e viablidade celular
de CLPD frente ao tratamento com bFGF, o nimero de células foi obtido utilizando-se a técnica do
hemocitdmetro, aos 2, 4 e 8 dias apds as células serem semeadas. Também foi avaliada a
propor¢éo de células viaveis através do numero de células que incorporavam azul de tripano. Com
relacdo a proliferagéo celular, pudemos observar que na analise intragrupo, a idade diminuiu a taxa
proliferativa, havendo um aumento significativo na proliferagao celular aos 4 e 8 dias para os grupos
A (inclusos) e B (jovens) (P<0,05), e somente aos 8 dias para o grupo C (idosos) (P<0,05). Ap6s o
tratamento com bFGF, apesar de aumentar a taxa proliferativa numericamente em todos os grupos
experimentais, o padrdo de resposta se manteve com maiores taxas proliferativas aos 4 e 8 dias
para os grupos D e E (inclusos e jovens) (P<0,05), enquanto que o grupo F (idosos) teve sua taxa
proliferativa aumentada 4 dias (P<0,05), 0 que néo ocorreu sem a presenca do fator de crescimento
(grupo C) (P>0,05). Na analise intergrupo, aos 0 e 2 dias o nimero de células foi similar entre todos
os grupos experimentais (P>0,05). Aos 4 e 8 dias, a proliferagéo celular foi maior no grupo B
(P<0,01) quando comparados aos grupos A e C que por sua vez ndo apresentaram taxas
proliferativas diferentes (P>0,05). Observou-se ainda que o aumento nas taxas proliferativas
causado pela presenca do bFGF foi apenas numérico quando comparados ao grupo de mesma
idade sem o fator de crescimento para as células jovens e controle (P>0,05). Entretanto elas foram
maiores nas células jovens tratadas com bFGF (grupo E) quando comparadas aos outros grupos
(P<0,05), e também nas células jovens sem bFGF (grupo B) quando comparadas aos outros grupos
(P<0,05), com excesséo das células controle com bFGF (grupo D) (P>0,05). Ja as células controle
sem bFGF (grupo A) e as células de idosos com e sem bFGF (grupos C e F) mostraram taxas
proliferativas similares aos 4 e 8 dias (P>0,05). Por fim, o fator idade e o tratamento com 10ng/ml de
bFGF n&o influenciaram a viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (P>0,05)
(Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Média e desvio padrdo do nimero de células em todos os periodos e grupos experimentais.
As células foram incubadas, tratadas ou ndo com bFGF, e contadas aos 2, 4 e 8 dias. A) inclusos; B)
jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. (Células
tratadas com FBS 1% e bFGF 10ng/ml). As letras mailsculas indicam a andlise intragrupo e devem
ser comparadas em linha, enquanto que as letras mintsculas indicam a analise intergrupo e devem
ser comparadas em colunas (Anova e Tukey, a=0,05). Os resultados mostram uma maior e mais
rapida proliferagdo celular nas células jovens e que o tratamento com bFGF aumentou as taxas
proliferativas ap6s 4 dias, com excess&o das células obtidas de idosos (grupo F)
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Figura 8 - Média e desvio padréo da % de células viaveis em todos os periodos e grupos experimentais. As
células foram incubadas em FBS 1% por 2,4 e 8 dias e tratadas ou ndo com bFGF. A) inclusos; B) jovens; C)
idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 1% e
bFGF 10ng/ml. Os resultados demonstram que a idade e o tratamento com bFGF n&o influenciaram a
viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Friedman e Kruskal-Wallis, a=0,05)




5.2.2 Proteina total secretada

Para avaliar a quantidade total de proteina produzida pelas células, 0 meio de cultura
utilizado para a avaliagéo da expressao génica em todos os grupos experimentais foi removido, ou
seja, as células estavam em cultura por 48 horas. A quantidade total de proteina presente no meio
foi entdo medida pelo método de Bradford, que consiste na utilizagdo de uma solugéo acidica que
muda de cor ao se ligar com proteinas. Em nosso estudo, observou-se que a quantidade total de
proteina produzida néo foi influenciada pelo fator idade e nem pelo tratamento com bFGF em

nenhum dos grupos experimentais (P>0,05) (Figura 9).
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Figura 9 - Média e desvio padrao da quantidade total de proteina produzida pelas linhagens celulares dos grupos
experimentais, apds 48 horas de incubag&o com ou sem bFGF. A) controle; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF;
E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 5% e bFGF 10ng/ml. Nao houve influéncia do
fator idade e do tratamnto com bFGF na viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Anova, 0=0,05)

5.2.3 Mineralizagao

Para avaliar o potencial de formagao de nodulos minerais pelas CLPD nés realizamos o
ensaio utilizando o corante alizarina vermelha, que nos permitiu quantificar a formagao de nodulos
minerais medindo a absorbancia liberada pelos nddulos corados. Posteriormente nés utilizamos o
ensaio de von Kossa, que nos permitiu localizar os depositos de fosfato, avaliando seu tamanho e

extensdo. Nosso resultados confirmaram a necessidade de suplementar o meio de cultura das




células com meio especifico para mineralizagéo (50ug/ml de acido ascérbico e 10mM de B-glicerol
fosfato) para que as CLPD apresentassem a capacidade de formar os nédulos minerais (P<0,05).
Pudemos observar ainda, o fator idade influenciou na formagéo de nédulos minerais, sendo que as
células jovens formaram nédulos em maior numero, extenséo e tamanho quando comparados com
as células de inclusos (P<0,05), e com as células de idosos (P<0,05), que mostraram apenas
indicios da formacao de nddulos minerais. Pudemos observar ainda, que o tratamento com bFGF
(10ng/ml) inibiu completamente a formacao de nddulos minerais em todas as linhagens celulares,
ficando estas similares as células sem suplemento para mineralizagdo (P>0,05), e com menor
formacdo de nddulos minerais do que as células jovens com suplemento para mineralizagéo
(P<0,05) (Figuras 10 e 11).

Figura 10 - Fotomicrografias das CLPD coradas pelo método von Kossa, apds 28 dias de incubagdo com e
sem bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) inclusos com mineralizag&o; E) jovens com mineralizagéo, F)
idosos com mineralizagdo, G) controle com mineralizagdo e bFGF, H) jovens com mineralizagéo e bFGF e I)
idosos com mineralizagdo e bFGF . (Células tratadas com FBS 5%; mineralizagdo = 50ug/ml de acido
ascorbico e 10mM de B-glicerol fosfato e bFGF = 10ng/ml). Os resultados demonstram que o fator idade
reduziu a formagdo de noédulos minerais e que o tratamento com bFGF inibiu esta formagéo
independentemente da idade do doador. (Magnificagdo: 10X)
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Figura 11 - Fotografias dos pogos corados por alizarina vermelha, e média e desvio padrao da
quantificagdo de calcio corado por alizarina vermelha das linhagens celulares dos grupos
experimentais, apés 28 dias de incubagdo com e sem bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) idosos;
D) inclusos com mineralizagéo; E) jovens com mineralizag&o, F) idosos com mineralizagéo, G)
inclusos com mineralizagdo e bFGF, H) jovens com mineralizagédo e bFGF e ) idosos com
mineralizagdo e bFGF . (Células tratadas com FBS 5%; mineralizagdo = 50ug/ml de &cido
ascorbico e 10mM de -glicerol fosfato e bFGF = 10ng/ml). Os resultados demonstram que o
fator idade reduziu a formagdo de nddulos minerais e que o bFGF inibiu a formag&o de nodulos
minerais independentemente da idade do doador. As médias s&o seguidas de diferentes letras
que significam diferenca estatistica (Anova e Tukey, a=0,05)




5.2.4 Expressao génica

Com o intuito de avaliar a influéncia do fator idade na expressdo génica de CLPD
submetidas ao tratamento com 10ng/ml de bFGF, os niveis de RNAm foram quantificados de forma
relativa, utilizando a express@o do gene Gapdh como referéncia, por meio de PCR quantitativo em
tempo real. Observou-se que o fator idade (C) diminuiu os niveis de RNAm para colageno | e IL-4
quando comparado aos grupos de inclusos (A) e jovens (B) (P<0,05); e RANKL e IL-1 quando
comparado somente ao grupo de inclusos (A) (P<0,05). Por outro lado houve um aumento nos niveis
de RNAm dos genes FGFR1, MMP-8, TIMP-1, OPG e IL-6 quando comparado aos grupos de
inclusos (A) e jovens (B) (P<0,05); e IL-18 quando comparados somente ao grupo de jovens (B)
(P<0,05) (Figuras 12-14). Ap6s o tratamento com bFGF, observou-se uma diminui¢do nos niveis de
RNAm de colageno tipo | e Il nas células de inclusos e de jovens quando comparados aos nhiveis
basais (P<0,05), enquanto que nas células de idosos os niveis de RNAm ficaram similares (P>0,05).
Com relagao a expressado dos fatores de crescimento, os niveis de BMP-3 eram similares entre os
grupos nos niveis basais (P>0,05), entretanto apés o tratamento com bFGF, ocorreu um aumento
nos niveis do fator nas células de inclusos e jovens tratadas com bFGF quando comparadas aos
outros grupos (P<0,05). Ja os niveis de RNAm de bFGF e de seu maior receptor FGFR1, foram
diminuidos em todos os grupos experimentais apds o tratamento com bFGF (P<0,05), enquanto que
os niveis de PDGF-1 n&o foram afetados (P>0,05). Com relagéo a expressao de genes relacionados
a degradacéo de matriz extracelular, o tratamento com bFGF levou a uma diminuigdo nos niveis de
RNAm de MMP-2 entre as células de inclusos e de idosos (P<0,05), e de MMP-8 somente entre as
células de idosos (P<0,05). Este aumento nos niveis de MMP’s foi acompanhado de um aumento
nos niveis de um de seus maiores inibidores TIMP-1 e uma diminuigdo nos niveis de TIMP-2
(P<0,05). Outra importante observagao, foi a auséncia de uma grande influéncia do bFGF na
expressdo dos fatores responsaveis pelo controle de diferenciagdo osteoclastica RANKL e OPG.
Observou-se apenas uma diminuigdo nos niveis de OPG entre as células de inclusos (P<0,05),
enquanto que nos outros grupos 0s niveis basais se mantiveram similares aos niveis apos o
tratamento com bFGF (P>0,05). Por fim, pudemos observar que o tratamento com bFGF diminuiu os
niveis de RNAm do mediador anti-inflamatério IL-4 nas células controle, e do mediador pro-

inflamatérios IL-1 em todos os grupos experimentais proporcionalmente aos niveis basais (P<0,05),



enquanto que os niveis de IL-6 diminuiram nas células de idosos (P<0,05), e os de IL-8 aumentaram

nas células de idosos (P<0,05) (Figuras 12-16).
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Figura 12 - Média e desvio padrdo dos niveis d¢  RNAm (RNAm/GAPDH) de colageno. As
CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50ug/ml de acido ascorbico e a presenga
ou néo de 10ng/ml de bFGF. Os resultados demonstram que o fator idade diminuiu os niveis
de RNAm de colageno tipo | e que o tratamento com o fator de crescimento diminuiu os niveis
de RNAm de coldgeno em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras
significam diferenca estatistica (Anova e Tukey, a=0,05)
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Figura 13 - Média e desvio padréo dos niveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de
crescimento. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50ug/ml de acido
ascorbico e a presenga ou ndo de 10ng/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade
aumentou os niveis de RNAm de FGFR1 e que o bFGF aumentou os niveis de BMP-3 nas
células jovens e diminuiu os niveis de bFGF e FGFR1 em todos os grupos experimentais.
Médias com diferentes letras significam diferenga estatistica (Anova e Tukey, a=0,05)
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Figura 14 - Média e desvio padréo dos niveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de
degradagdo da matriz extracelular. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%,
50pg/ml de &cido ascérbico e a presenga ou ndo de 10ng/ml de bFGF. Os resultados
demonstram que a idade aumentou os niveis de RNAm para MMP-8 e TIMP-1, e que o bFGF
diminuiu os niveis de RNAm de MMP-2 e 8 e TIMP-2 e aumentou os niveis de TIMP-1. Médias
com diferentes letras significam diferenga estatistica (Anova e Tukey, 0=0,05)
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Figura 15 - Média e desvio padrdo dos niveis d& RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de
regulagdo da osteoclastogénese e anti-inflamatérios. As CLPD foram incubadas por 48 horas
com FBS 1%, 50ug/ml de &cido ascérbico e a presenga ou nédo de 10ng/ml de bFGF. Os
resultados demonstram a idade aumentou os niveis de RNAm de OPG e diminuiu os niveis de
IL-4, e que bFGF n&o induziu alteragdes significativas nos niveis de RANKL e OPG, enquanto
que os niveis do mediador anti-inflamatério IL-4 foram diminuidos proporcionalmente aos
niveis basais em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam
diferenca estatistica (Anova e Tukey, a=0,05)
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Figura 16 - Média e desvio padrdo dos niveis de RNAm (RNAm/GAPDH) de pré-inflamatérios.
As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50ug/ml de &cido ascorbico e a
presenga ou ndo de 10ng/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os
niveis de IL-1B e 6, e que o bFGF induziu uma diminui¢do significativas nos niveis dos
mediadores pré-inflamatério IL-18 em todos os grupos, e IL-6 nas células de idosos. Médias
com diferentes letras significam diferenga estatistica (Anova e Tukey, 0=0,05)




6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia que o fator idade pode exercer sobre
o comportamento de células do ligamento periodontal (CLPD), e quais alteragdes o tratamento com
fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) pode induzir nestas populagdes celulares. Em
linhas gerais, nos pudemos observar que o fator idade diminui a taxa proliferativa e a formagéo de
nddulos minerais em CLPD. Além disso, a idade parece modular o padrdo de expresséo génica das
CLPD para um estado mais catabdlico, com uma diminui¢do nos niveis de RNAm para fatores
produtores de matriz extracelular e um aumento nos niveis de RNAm para fatores degradadores de
matriz organica e pré-inflamatérios. Ja o tratamento com bFGF aumenta a taxa proliferativa das
células, mesmo que de forma mais lenta nas linhagens celulares de idosos. Além disso, de forma
indireta, parece reduzir a expressdo de fatores pro-inflamatérios e de degradagdo da matriz
causando um feedback negativo que reduz sua propria expressao e de seus receptores. Por outro
lado, ele parece diminuir os niveis de RNAm de colageno, além de inibir a formacéo de nddulos
minerais, sugerindo haver um retardo na formacao de matriz e subsequentemente, de diferenciacéo

celular para um fenétipo capaz de produzir tecidos mineralizados.

6.1 OBTENGAO DE CULTURAS PRIMARIAS DE CLPD DE DOADORES JOVENS E IDOSOS
Nossos indices de sucesso (= 50%) no estabelecimento de culturas primarias de CLPD
pela técnica de explante, o tempo necessério para confluéncia e primeira passagem, além das
caracteristicas morfoldgicas fibroblasticas das células, estdo de acordo com o protocolo
estabelecido por Somerman et al. (1988). A maioria dos casos de insucesso ocorria devido a falta de
estabilidade dos fragmentos de ligamento periodontal no fundo do prato de cultura, o que
impossibilitava a aderéncia e migragcdo das células a partir dos tecidos. Outras técnicas de
isolamento que submetem a bidpsia de ligamento periodontal a digestdo por enzimas como a
colagenase e dispase (Seo et al., 2004) s&o utilizadas com altos indices de sucesso, entretanto mais
estudos sdo necessarios para melhor discriminar se diferentes técnicas de isolamento influenciam

no comportamento das CLPD.



A limitada capacidade de replicagdo de fibroblastos obtidos de variados tecidos vém
sendo amplamente utilizada como modelo para o envelhecimento biologico (Hayflick, 1965). O
envelhecimento in vitro, preenche a descrigdo de senescéncia celular, pois a capacidade de
proliferacdo celular € gradualmente perdida com as subcultivagbes ou passagens, assim como
ocorre com células obtidas de doadores idosos, sugerindo um paralelo entre as duas situagdes.
Sendo assim, este modelo se tornou atraente, pois provoca alteragdes que podem representar a
senescéncia celular, com a vantagem de proporcionar o controle de variaveis experimentais com
mais facilidade. Entretanto a relevancia dos achados obtidos em inumeros estudos que utilizaram o
envelhecimento in vitro é controversa. A grande questéo é se as alteragdes que observamos in vitro
duplicam com fidelidade os acontecimentos que ocorrem in situ. A modulagdo da expresséo de
alguns genes in vitro, parece produzir um fenotipo celular alterado independentemente da
proliferacdo, podendo sugerir que células em cultura s@o incapazes de atingir sua ‘real’
diferenciagdo ou comportamento, provavelmente devido a auséncia de sinalizadores no meio, ou
incapacidade de processar estes sinais. Além disso, foi demonstrado que em fibroblastos da derme,
o envelhecimento in vitro ndo se correlacionou necessariamente com a idade dos doadores quando
a saude dos pacientes foi controlada (Cristofalo et al., 2004). Ou seja, ndo existe fundamentagéo
comprovada da relacdo entre o envelhecimento in vivo e in vitro, e apesar das inumeras relevantes
informagdes que este modelo trouxe acerca dos mecanismos biolégicos do envelhecimento, sua
utilizagdo pode produzir resultados questionaveis. Tendo em vista a significante importancia do
ponto de vista clinico do melhor entendimento dos fenémenos que ocorrem nos tecidos periodontais
em fungéo da idade do paciente, o presente trabalho se propds com sucesso a obter e comparar
CLPD obtidas de doadores jovens (15-20 anos) com idosos (acima de 60 anos). Nao se observaram

diferengas em relagéo ao estabelecimento de cultura em fungéo da idade do paciente.

6.2 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NA PROLIFERAGAO E VIABILIDADE CELULAR DE CLPD
A proliferacdo das CLPD é considerada um fator importante para a regeneragao
periodontal, pela sua capacidade de se diferenciar nos diferentes tecidos periodontais (McCulloch &
Melcher, 1983; Ten Cate, 1989). No presente trabalho, a idade diminuiu a taxa de proliferagéo
celular. Os resultados obtidos corroboram com outros trabalhos que observaram este mesmo efeito
deletério do fator idade na proliferagéo de CLPD (Nishimura et al,. 1997; Shiba et al., 2000). Essa



diminuigdo na capacidade proliferativa parece ocorrer devido & um menor numero de células em
ciclo de divisdo celular e ndo por uma duragdo prolongada de cada fase do ciclo. O fator de
trancricdo c-fos € essencial para proliferagao celular, pois estimula a célula a sair da fase G1 do
ciclo celular e entrar na fase S de duplicacdo celular. Ele pertence a familia do AP-1, que inclui os c-
Fos (c-Fos, Fos B, FRA-1, Fra-2) e c-Jun (c-Jun, Jun B and Jun D). Esses fatores sdo ativados apds
a ativagao de cascatas de sinalizacdo intracelular, formando heterodimeros. A unido Jun—Fos aos
sitios AP-1 na regido promotora/reguladora de genes estimula a proliferacéo e diferenciagdo celular
(Karin, 1994). Células senescentes apresentam auséncia ou grande diminuigdo na expresséo do c-
fos, 0 que também ocorre em CLPD de idosos diminuindo sua capacidade proliferativa (Nishimura et
al., 1997).

Se por um lado, a senilidade celular impede a sua proliferagdo através da sua
incapacidade de passar a fase G1 do ciclo celular e entrar em divisdo celular, este mesmo
mecanismo parece proteger as células de sofrer apoptose ou simplesmente morte celular, como
demonstrado pela auséncia de efeito da idade na viabilidade celular em nosso trabalho. O
tratamento de fibroblastos senis com H20,, conhecido como um grande indutor de apoptose celular
por meio de danos causados ao DNA, parece ndo ter efeito em células senis principalmente em
culturas que possuiam um grande numero de células fora do ciclo celular, ou seja com baixo
metabolismo (Sasaki et al., 2001). Outro mecanismo de resisténcia a apoptose observada em
células senis esta relacionado a inibigédo de fatores pré-apoptéticos muito importantes como as
caspases, e a elevagédo na expressdo de fatores anti-apoptéticos como o Bcl-2. As caspazes sao
proteases da familia das cisteinas, que atuam na fase final da morte celular mediando a protedlise
de proteinas celulares. Sua ativagdo ocorre por meio de autocatalise e/ou granzimas, que na
mitocondria, ocorrem em processos dependentes de ATP (ou seja, metabolismo celular) (Cohen,
1997). Ja a proteina Bcl-2 foi originalmente relacionada a oncogénese, entretanto sua principal
funcdo parece estar relacionada ao bloqueio da apoptose celular. Ela pertence a uma familia de
proteinas reguladoras de apoptose, que através da proporcao de Bcl's pré e anti-apoptéticas, sao
determinantes para a susceptibilidade das células a morte celular programada (Oltvai et al., 1993).
De forma geral, estudos in vitro (Sasaki et al., 2001; Marcotte et al., 2004) demonstraram que
fibroblastos senis (envelhecimento in vitro) mantém seu arsenal de suporte aos mecanismos

moleculares de viabilidade celular por meio da constante produgédo de Bcl-2, bem como, com a



inibicdo na producgéo de proteinas essenciais para a apoptose como a caspaze, criando um cenario

de duas vias que as permite sobreviver a varios tipos de agressao.

6.3 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NA MINERALIZAGAO DE CLPD

As CLPD sintetizam e mantém uma série de matrizes de tecido conjuntivo, além de
terem potencial para diferenciar-se em cementoblastos e osteoblastos, ou seja, possuem
propriedades osteoblasticas incluindo a secre¢do de fosfatase alcalina € a capacidade de formar
nddulos minerais em condicdes apropriadas (McCulloch & Melcher, 1983; Ten Cate, 1989; Nohutcu
et al., 1997). Os resultados de nosso trabalho confirmam que as CLPD s&o capazes de produzir
nddulos minerais in vitro, e que este fendmeno ocorre mesmo na auséncia de dexametazona,
considerada um potente estimulador de diferenciacdo osteoblastica, corroborando com os
resultados obtidos por Nohutcu et al. (1997). Por outro lado, o fator idade diminuiu esta capacidade
de mineralizagéo. A formacao de nddulos minerais ocorre ap6s a fase inicial de proliferagéo celular,
que apds atingirem confluéncia, comegam a produzir matriz colagena que depois dara suporte para
a maturagdo das células com fendtipo osteoblastico. Isto ficou bem caracterizado quando neste
mesmo trabalho, Nohutcu et al. (1997) demonstraram que ha uma intensa expressao de colageno |
nos primeiros dias de proliferacdo, até aproximadamente o vigésimo dia, quando comegam a
aparecer o0s primeiros nddulos minerais e a expresséo de coldgeno | cai significativamente. Os
resultados do presente estudo nos permitem sugerir entdo, que a menor capacidade de produgéo de
nddulos minerais in vitro pelas CLPD obtidas de idosos pode estar relacionada a sua menor taxa de
proliferacdo, que a impossibilita ou adia a criagdo das condigbes necessarias para a mineralizagéo.
A idade pode levar ainda, a uma diminui¢do na qualidade da matriz colagena, pois o colageno, uma
proteina altamente estavel e de grande duragéo, tende a criar ligagbes ndo-enzimaticas com o
tempo, principalmente com a glicose. Em tecidos ndo-mineralizados como o ligamento periodontal,
essas ligagdes podem alterar as propriedades da matriz formada pelo tecido, diminuindo sua
capacidade de mineralizagdo (Knott & Bailey, 1998). Aliado & essas alteragdes, esta o fato de que o
presente trabalho mostrou claramente que os niveis basais de colageno tipo | e Ill, ambos
importantes no processo de formagao de nodulos minerais estdo mais baixos no grupo de células

obtidas de doadores idosos.



6.4 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NOS NiVEIS DE RNAm PARA COLAGENO E FATORES DE
CRESCIMENTO DE CLPD

A maturacdo da matriz extracelular € essencial para a diferenciacéo celular. Neste
sentido, outra observagao importante em nosso trabalho foi a diminui¢do na expressao de colageno
tipo | e Il em fungédo da idade. O colageno, principalmente o do tipo |, é a principal proteina da matriz
extracelular do ligamento periodontal, e a diminuigdo na sua expressao em CLPD de idosos ja havia
sido sugerida com modelos de envelhecimento in vitro e in vivo (Goseki et al., 1996; Takatsu et al.,
1999). Isto pode afetar a integridade estrutural do tecido e suas importantes funges na homeostase
e regeneragao do periodonto. Este declinio nos niveis de RNAm pode ser explicado em grande parte
por um mecanismo que também ocorre com o envelhecimento em varios tecidos e genes, a
hipermetilagdo. A metilagdo de citosina esta intimamente ligada a supresséo de expressao génica, e
o inverso, a demetilagdo, estimula a sua expresséo (Takatsu et al., 1999). A expressao de colageno
também é modulada por este mecanismo, e foi demonstrado em culturas primarias de CLPD de
jovens e idosos, que o gene COL1A1, responsavel pela futura producdo de colageno, se torna
hipermetilado com a idade (Ohi et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram ainda uma tendéncia numérica a haver menores
niveis de BMP-3 e PDGF-1 nas células idosas quando comparadas com as células jovens, nao
ocorrendo um efeito claro da idade sobre a expressdo destes fatores de crescimento. As
informagdes com relacdo ao papel da BMP-3 sobre a mineralizagéo de tecidos séo controversas até
o momento. Apesar de terem sido originalmente identificadas pela sua abilidade de formar 0sso
apds implantagdo em animais (Reddi & Cunningham, 1993), ela é a BMP mais abundante em tecido
6sseo desmineralizado, atingindo até 65% do total (Wozney & Rosen, 1994). Além disso, Daluiski et
al. (2001) observaram que a BMP-3 bloqueia a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em
osteoblastos, sendo que sua auséncia (animais knock out), pode levar a uma produgéo 2X maior de
osso trabecular, podendo ser considerada um marcador negativo de densidade éssea. Por esse
motivo, especula-se que no periodonto, a BMP-3 pode ser um regulador negativo de mineralizagao,
importante na manutencao do ligamento periodontal (Popowics et al., 2005), entretanto mais estudos
s80 necessarios para elucidar a relagdo entre a BMP-3, o fator idade e a biologia do periodonto. J& o
PDGF, mais extensamente investigado, pode estimular células envolvidas no reparo periodontal

(Lynch et al., 1991), aumentando a regeneragédo do periodonto principalmente nos estagios iniciais



de cicatrizag&o, através do aumento na neoformagéo 6ssea (Cooke et al., 2006). Entretanto, o fator
idade pode diminuir este efeito, com a diminui¢cdo na expressédo do fator de crescimento e de seus
receptores PDGF-a e PDGF-f3, como j& demonstrado in vitro em feridas criadas em animais idosos
(Ashcroft et al., 1997d).

Um aspecto interessante observado em nosso estudo foi 0 aumento nos niveis de bFGF
e FGFR1 nas células obtidas de doadores idosos. Além de possuir importantes fungdes na
angiogénese e proliferagao celular durante o processo de reparo, o bFGF possue efeitos negativos
na sintese de colageno, sugerindo que a diferenciagcao precoce de CLPD progenitoras em células
formadoras de tecido mineralizado, ndo é essencial para o reparo dos tecidos mineralizados do
periodonto. Baseado nestes resultados podemos especular que o bFGF por meio do retardo na
formacdo de uma matriz extracelular madura e apropriada para a diferenciacao celular e deposi¢édo
mineral, permite indiretamente que mais células inderenciadas do ligamento periodontal, que
compde apenas uma pequena por¢do de todas as subpopulagdes de CLPD, migrem e se
diferenciem em cementoblastos e osteoblastos. De fato j& foi demonstrado que existe uma maior
numero de células inderenciadas e defeitos 6sseos tratados com bFGF criados em caes (Murakami
et al., 2003) e que células indiferenciadas expressam mais bFGF do que células diferenciadas
(Takayama et al., 2001).

6.5 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NOS NiVEIS DE RNAm PARA FATORES DE
DEGRADAGAO DE MATRIZ EXTRACELULAR DE CLPD

O ligamento periodontal possui uma grande capacidade de formagdo de componentes
da matriz extracelular, entretanto por outro lado também possui a habilidade de degradar quase
todos os seus componentes. Dentre as proteases importantes neste processo, as MMP’s, uma
familia de proteases dependentes de zinco e calcio, podem degradar e/ou remodelar a matriz
durante processos fisioldgicos e patoldgicos, por meio da quebra de fibrilas colagenas em sitios
especificos (Birkedal-Hansen et al., 1993). A ativacdo de MMP’s ¢ regulada pelas TIMP’s, que sao
capazes de inibir sua acdo de forma néo especifica, e que geralmente é secretada de forma
balanceada com as MMP’s durante processos fisiologicos (Baker et al., 2002). Entretanto, em muitas
doengas, os niveis de MMP sao elevados sem o aumento simultdneo da produgéo de TIMP’s

levando a destruicdo tecidual. Este mecanismo também € importante na renovagéo fisioldgica dos



tecidos periodontais, e as MMP’s parecem estar envolvidas na destruicdo de tecidos na doenga
periodontal (Birkedal-Hansen et al., 1993). No presente estudo, o fator idade produziu um aumento
significativo nos niveis de RNAm de MMP-8, uma colagenase intimamente relacionada a neutrdfilos
e a destruicdo de matriz. Nossos dados corroboram com outros estudos que demostraram um
aumento na expressdo de MMP’s em condrécitos e fibroblastos do miocardio, estando envolvidas
em doengas que afetam tipicamente idosos, como doengas cardiovasculares e artroses (Bae et al.,
2003; Lindsey et al., 2005). Assim como na doenga periodontal, estas doengas estéo relacionadas a
alteragbes importantes no metabolismo da matriz extracelular, caracterizadas por mudancas
importantes na solubilidade de colageno, que refletem mudangas bioquimicas na principal proteina
da matriz. Com a idade, a quantidade de colageno sollvel aumenta, e de colageno néo-sollvel
diminui, acompanhado de uma maior expresséo de MMP’s por fibroblastos (Lindsey et al., 2005).
Estas mudangas sugerem um aumento no estimulo a degradacdo de matriz com a idade. No
entanto, em nosso estudo o0 aumento na expressdo de MMP-8 foi acompanhado por um aumento na

expressao de TIMP-1, provavelmente na tentativa de manter a homeostase tecidual.

6.6 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NOS NiVEIS DE RNAm PARA FATORES DE REGULAGAO
DE OSTEOCLASTOGENESE DE CLPD

Como a reabsorgao 6ssea alveolar € um importante aspecto envolvido na regulagao do
metabolismo 6sseo, nds também avaliamos a expressédo de fatores envolvidos na diferenciagéo e
ativacdo de osteoclastos. O RANKL, seu receptor RANK, e o receptor antagonista OPG, sao
reguladores chaves deste processo. O balango entre RANKL/OPG pode determinar a velocidade da
reabsorcao 6ssea em varias doengas do 0sso incluindo a progressao da doenga periodontal (Garlet
et al, 2006). Com a idade, a susceptibilidade ao desenvolvimento de doengas 6sseas aumenta,
principalmente entre mulheres na menopausa. Um aumento na proporcdo de RANKL/OPG foi
relatado em pacientes idosos apresentando patologias como a artrite dssea e polimialgia reumatica
(Pulsatelli et al., 2004). Entretanto em pacientes idosos saudaveis, os niveis séricos de OPG
parecem se tornar elevados assim como demonstrado no presente estudo e relatado por outros
(Mazziotti et al., 2006). O aumento nos niveis de OPG pode ser uma tentativa de resposta do
organismo como protecdo ao catabolismo 6sseo que muitas vezes acomete os idosos. No caso dos

tecidos periodontais, ndo existem informagdes que esclaregam o papel do RANKL e OPG no



metabolismo 6sseo em funcdo da idade. Entretanto, nossos resultados sugerem que em pacientes
idosos sistemicamente saudaveis, a elevagdo nos niveis de RNAm para OPG pode estar
relacionada a uma tentativa de manutengéo da estrutura 6ssea, uma vez que embora nao tenhamos
observado um efeito direto sobre RANKL, o sistema como um todo parece adquirir caracteristicas
mais catabolicas com o aumento da idade do doador. Como exemplo, Liu et al. (2006)
demonstraram um efeito direto da IL-6 em osteoclastos, e no presente estudo, os niveis de OPG

podem estar justamente servindo como uma resposta ao aumento dos niveis de RNAm para IL-6.

6.7 INFLUENCIA DO FATOR IDADE NOS NiVEIS DE RNAm PARA MEDIADORES
INFLAMATORIOS DE CLPD

A importancia da resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro frente a agresséo
provocada aos tecidos periodontais pelo biofilme dental, vem sendo amplamente sustentada pela
literatura. Sabe-se hoje que a resposta imunol6gica na doenga periodontal é regulada pelo balango
entre citocinas T helper (Th)1 and Th2. Mediadores pré-inflamatorios como as interleucinas 1 e 6,
sdo reguladores positivos da osteoclastogenese e da expressédo de MMP’s e caracterizam a
resposta pré-inflamatéria Th1. Por outro lado elas também podem exercer o efeito inverso, por meio
das interleucinas 4 e 10 por exemplo, que por sua vez caracterizam a resposta anti-inflamatoria Th2
(Gemmel & Seymour, 2004). Um desquilibrio entre elas pode ser um fator importante na homeostase
dos tecidos periodontais (Garlet et al., 2006). A elevada expressdo de mediadores pré-inflamatérios
em CLPD de idosos estimuladas com LPS ou com algum tipo de for¢ca mecanica (compressao ou
alongamento), ja foi demonstrada, havendo um aumento na expressdo de IL-1B, IL-6, COX-2 e
PGE2, tanto em estudos que utilizaram o modelo de envelhecimento in vitro, quanto os que
obtiveram as células de doadores idosos (Abiko et al., 1998; Mayahara et al., 2007). No presente
estudo observou-se um aumento nos niveis basais de RNAm para importantes citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, 6 e 8) além da reducdo nos niveis basais de IL-4, uma das mais potentes
interleucinas anti-inflamatérias. De forma geral estes resultados demonstram que com o passar do
tempo, as CLPD além de se tornarem mais catabdlicas, expressam maiores quantidades de fatores
pré-inflamatérios e menores quantidades de fatores anti-inflamatérios. De fato um estado
inflamatério crénico relacionado ao envelhecimento foi sugerido por Franceschi et al. (2000), como

sendo determinante para a evolu¢cdo do envelhecimento nos seres humanos, e denominado



“Inflammaging”. Neste conceito, o envelhecimento do sistema imuno-inflamatorio (SI) néo ocorre de
forma desordenada, mas sim leva a restrices evolutivas importantes. O conceito defende a hipdtese
de que o Sl foi provavelmente programado para ser efetivo durante a fase reprodutiva da espécie,
que entre nossos ancestrais coincidia com a expectativa de vida, por volta de 35 anos. Nos dias de
hoje, com a expectativa de vida atingindo 80 anos, o Sl tem que enfrentar muitos anos de desafio
antigénico, causando um stress inflamatério cronico, que pode ter um grande impacto em nossa
sobrevivéncia e fragilidade. A caracteristica mais importante do S| senescente € o seu
preenchimento com células imunol6gicas de meméria, criadas como consequéncia a exposigéo a
varios antigenos. Essa exposi¢cdo continua pode levar a infecgbes clinicas e sub-clinicas,
conduzindo a um estado inflamatério cronico peculiar a idosos, que é prejudicial a longevidade.
Podem ocorrer ainda danos teciduais, que levam a doengas como diabetes, neurodegeneracao e
ateroesclerose, todas com patogénese relacionada a inflamagéo (De Martinis et al., 2005). Sendo
assim, a qualidade e quantidade de carga antigénica pode ser um fator determinante na
imunosenescéncia e longevidade do individuo. Nossos resultados nos permitem especular que este
mecanismo também ocorra nos limites das estruturas periodontais. Apds muitos anos de desafio
antigénico, os tecidos periodontais, especialmente o ligamento periodontal, parecem adquirir um
perfil inflamatério subclinico mais elevado, que apesar de se manter sob controle com um bom
controle de biofilme, pode se constituir num aspecto de extrema relevancia em relagdo néo sé ao
controle do processo inflamatério periodontal, como também na expectativa do potencial de

recuperacaol/regeneracao frente a terapia.

6.8 INFLUENCIA DO bFGF NA PROLIFERAGAO E VIABILIDADE CELULAR DE CLPD DE
JOVENS E IDOSOS

O fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) € um membro da familia dos fatores
ligados a heparina, sendo um potente fator mitogénico e quimiotatico (Thomas & Gallego, 1986;
Baird & Walicke, 1989), importante na cicatrizagdo de feridas pelo estimulo a proliferagéo,
angiogénese e sintese protéica através de receptores do tipo heparina (Gospodarowicz et al., 1986;
Globus et al., 1989). No presente estudo, o tratamento das CLPD com 10ng/ml de bFGF estimulou a
proliferacdo em células jovens, porém em células de idosos, este estimulo ocorreu tardiamente e de

forma muito mais branda. A concentracdo de bFGF utilizada em nosso estudo foi baseada no



trabalho de Takayama et al. (1997), que demonstraram que o bFGF pode aumentar a proliferagéo
de CLPD de forma dose-dependente atingindo um “plateau” com 10ng/ml. Em concentragdes
maiores, o numero de CLPD ligadas ao bFGF ficou saturado. Como o bFGF pode se ligar também a
componentes da matriz extracelular, concentragdes muito altas do fator podem levar ao acimulo dos
mesmos na matriz, alterando o microambiente e por algum mecanismo n&o identificado, inibir a
proliferacao das CLPD.

O bFGF ativa a fosforilagdo de inimeras proteinas sinalizadoras, dentre elas Grb2, Crk
e Ras/Raf. Alguns estudos demonstraram que o bFGF pode ativar a cascata Ras/IMAPK (mitogen-
activated protein kinase) contribuindo para a proliferagéo celular (La Vallee et al., 1998; Ong et al.,
2001). A interagéo dos receptores do FGF com o Ras estimulam as células a passarem da fase
G0/G1 para a fase S sendo associadas com a progressao do ciclo celular (Stachowiak et al., 1997).
Sendo assim, € interessante observar que o bFGF pode compensar, mesmo que parcialmente, os
efeitos deletérios que a idade exerce sobre a proliferagdo de CLPD, por meio do mesmo mecanismo,
o ciclo celular. Entretanto, este efeito parcial de fatores mitogénicos sobre células senis pode estar
ligado a falhas na transmissédo de sinalizadores intracelulares. Esta hipotese possui suporte no fato
de que células senis infectadas por virus, possuem a capacidade de duplicar seu DNA, ou seja,
apesar da auséncia de replicagdo de DNA sob o estimulo de fatotes de crescimento, seu maquinario
parece estar intacto. Essas falhas devem estar ligadas a varios fatores que ocorrem apos a ativagao
dos receptores de fatores de crescimento, como a sintese de fosfolipideos, mobiliza¢éo de calcio,
associagao entre proteinas complexas e ativagao de proteinas kinases (Cristéfalo et al., 2004). Por
fim, no presente estudo os achados de que o bFGF na concentragdo de 10ng/ml ndo afetou a
viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais nos permite afirmar que a concentragéo

usada esta abaixo da concentragéo tdxica, confirmando os achados de Takayama et al. (1997).

6.9 INFLUENCIA DO bFGF NA MINERALIZAGAO E NiVEIS DE RNAm PARA COLAGENO EM
CLPD DE JOVENS E IDOSOS

A aplicagéo tépica de bFGF pode acelerar o processo de regeneragao periodontal in
vivo, provavelmente devido a criagdo de um microambiente que favorega a diferenciagdo de CLPD
e formacéo de tecidos mineralizados do periodonto (Takayama et al., 2001), entretanto esta relagéo

ainda ndo & bem compreendida. Um aspecto importante na modulagdo de CLPD pelo bFGF



demonstrado em nosso estudo, e que parece contradizer a comprovada importancia do fator para a
regeneracgao periodontal, € a diminuicdo que ele causa nos niveis de colageno e na capacidade de
mineralizagdo das células. Esses resultados sugerem que talvez ndo seja necessario estimular a
diferenciacdo das células progenitoras do ligamento diretamente, e que o bFGF pode aumentar o
numero de células imaturas multipotentes, que desempenham papel central na regeneragéo
periodontal nos primeiros estagios de cicatrizagao (Takayama et al., 1997). Yamada et al. (2006) na
tentativa de elucidar mecanismos que envolvam o processo de mineralizagéo em culturas de CLPD,
observaram que o tratamento com bFGF-2 inibiu significativamente a expressdo de PLAP-1 e
fosfatase alcalina, genes intensamente expressos durante a diferenciagdo de CLPD em células
formadoras de tecido mineralizado, além de inibir a formacao de nddulos minerais, como observado
em nosso estudo. Sendo assim, a supressdo de genes importantes para a mineralizagdo pode ser
importante principalmente nos primeiros estagios da cicatrizagdo, retardando a diferenciagéo celular,
e permitindo a formacdo e maturagdo de uma matriz extracelular apropriada para a subsequente

deposigao de mineral (Takayama et al., 1997; Yamada et al., 2006).

6.10 INFLUENCIA DO bFGF NA EXPRESSAO GENICA DE CLPD DE JOVENS E IDOSOS

A ultima observagédo, e possivelmente mais intrigante de nosso trabalho, foi que o
tratamento com bFGF inibiu a expressdo de genes degradadores de matriz e pré-inflamatérios.
Nossos resultados nédo estdo de acordo com os achados da literatura que demonstram de forma
geral, que apesar de o bFGF ser altamente mitogénico e angiogénico, ele possui a capacidade de
estimular a degradagédo de matriz extracelular pela expressdo de MMP’s, como por exemplo em
células endoteliais, fibroblastos e CLPD (Lo & Hurta, 2002; Pintucci et al., 2003; Shimazu &
Morishita, 2003). Além disso, ele parece estar relacionado a um aumento na recrutagcdo de
leucécitos (Zittermann & Issekutz, 2006), e na expressdo de marcadores inflamatérios (Rahimi et al.,
2005), tendo sido relacionado com o desenvolvimento de artrite reumatdide (Malemud, 2007), uma
doenga auto-imune caracterizada por um desequilibrio inflamatério similar ao das doencas
periodontais. Entretanto, um aspecto interessante de nossos resultados, foi que o tratamento com
bFGF diminuiu de forma significativa a expressao do prdprio bFGF e de um dos seus principais
receptores 0 FGFR1. Sendo assim, acreditamos que a administracdo de bFGF pode ter causado um

feedback negativo pelo excesso de fator disponivel no meio, levando a uma diminuicdo da



expressdo enddgena do fator de crescimento e de seu receptor, e consequentemente, a diminuigao
na expressao dos genes degradadores de matriz de pro-inflamatérios. Takayama et al. (1998)
avaliando a expressédo de receptores de FGF em CLPD, observaram que elas séo capazes de
expressar os receptores FGFR1 e 2, e que seu nimero varia entre 2000 e 120000 por células. Além
disso, foi observardo que sua expressao varia durante o curso da cultura celular atingindo seu
maximo quando as células atingiam confluéncia, sugerindo uma inibicdo de sua expressao por
contato celular. Este fendmeno também pode ter ocorrido em nosso estudo, ja que o bFGF sé foi
administrado quando as células ja estavam confluentes. Outra hipétese interessante ja demonstrada
em células musculares e vasculares (Chang et al., 2006), € que a administragdo de bFGF estimula a
expressado da proteina tirosina fosfatase (PTB-1B). Como o FGF é um fator de crescimento que atua
por meio de receptores tirosina kinase, a PTB-1B possue a capacidade de fosforilar estes
receptores, competindo com proprio fator de crescimento, e assim funcionando como um mecanismo

de feedback negativo que atenua suas fungdes.



7 CONCLUSAO

Dentro dos limites do estudo, podemos concluir que: i) foi possivel estabelecer culturas
priméarias de células do ligamento periodontal obtidas de pacientes jovens e idosos, ii) a idade pode
modular propriedades importantes das CLPD, diminuindo seu potencial de regeneragdo de
estruturas minerais além de exacerbar caracteristicas pré-inflamatorias e de degradacéo da matriz
extracelular e iii) o tratamento com 10ng/ml de bFGF induz alteragGes similares no comportarmento

de CLPD independentemente da idade do doador.
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APENDICE

Figura 18 - Graficos ilustrativos das curvas de melting referentes aos genes avaliados. Os gréficos
ilustram as melhores condigBes obtidas para cada gene e 0 seu respectivo controle negativo (agua

livre de nucleotideos).
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	5 RESULTADOS  
	 
	 
	Figura 7 - Média e desvio padrão do número de células em todos os períodos e grupos experimentais. As células foram incubadas, tratadas ou não com bFGF, e contadas aos 2, 4 e 8 dias. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. (Células tratadas com FBS 1% e bFGF 10ηg/ml). As letras maiúsculas indicam a análise intragrupo e devem ser comparadas em linha, enquanto que as letras minúsculas indicam a análise intergrupo e devem ser comparadas em colunas (Anova e Tukey, α=0,05). Os resultados mostram uma maior e mais rápida proliferação celular nas células jovens e que o tratamento com bFGF aumentou as taxas proliferativas após 4 dias, com excessão das células obtidas de idosos (grupo F)  
	Figura 8 - Média e desvio padrão da % de células viáveis em todos os períodos e grupos experimentais. As células foram incubadas em FBS 1% por  2,4 e 8 dias e tratadas ou não com bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 1% e bFGF 10ηg/ml.  Os resultados demonstram que a idade e o tratamento com bFGF não influenciaram a viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Friedman e Kruskal-Wallis, α=0,05) 
	Figura 9 - Média e desvio padrão da quantidade total de proteína produzida pelas linhagens celulares dos grupos experimentais, após 48 horas de incubação com ou sem bFGF. A) controle; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 5% e bFGF 10ηg/ml. Não houve influência do fator idade e do tratamnto com bFGF na viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Anova, α=0,05) 
	Figura 12 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de colágeno. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que o fator idade diminuiu os níveis de RNAm de colágeno tipo I e que o tratamento com o fator de crescimento diminuiu os níveis de RNAm de colágeno em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Figura 13 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de crescimento. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de RNAm de FGFR1 e que o bFGF aumentou os níveis de BMP-3 nas células jovens e diminuiu os níveis de bFGF e FGFR1 em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	 
	 
	 
	Figura 14 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de degradação da matriz extracelular. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de RNAm para MMP-8 e TIMP-1, e que o bFGF diminuiu os níveis de RNAm de MMP-2 e 8 e TIMP-2 e aumentou os níveis de TIMP-1. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	Figura 15 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de regulação da osteoclastogênese e anti-inflamatórios. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram a idade aumentou os níveis de RNAm de OPG e diminuiu os níveis de IL-4, e que bFGF não induziu alterações significativas nos níveis de RANKL e OPG, enquanto que os níveis do mediador anti-inflamatório IL-4 foram diminuidos proporcionalmente aos níveis basais em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	Figura 16 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de pró-inflamatórios. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de IL-1β e 6, e que o bFGF induziu uma diminuição significativas nos níveis dos mediadores pró-inflamatório IL-1β em todos os grupos, e IL-6 nas células de idosos. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	6 DISCUSSÃO  
	7 CONCLUSÃO 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	REFERÊNCIAS*   
	 




