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1. RESUMO

Fibromatose gengival hereditaria (FGH) € uma condi¢8o rara caracterizada por
um aumento gengival generalizado com crescimento lento e progressivo. Para
elucidar algumas das caracteristicas regulatdrias que resultam nesta condicdo,
quatro linhagens celulares de fibroblastos provenientes de individuos de uma mesma
familia com FGH foram isoladas e caracterizadas em relag@o ao comportamento
proliferativo, produc@o e expressdo de colagenc e suas proteinas chaperones,
expressao de MMPs e TIMPs e producdo de citocinas. Fibroblastos de gengiva
normal (GN) e FGH em condigbes de subconfluéncia celular apresentaram tipicas
caracteristicas morfoldgicas, mas em condigdes de saturacdo da densidade, os
fibroblastos de FGH apresentaram dimens@es menores que as células controle.
Cinco diferentes ensaios de proliferacdo celular mostraram que a relagéoe de
proliferac@o foi significantemente maior em fibroblastos de FGH. A producéo e
expressao de Hspd7 & também aumentada em fibroblastos de FGH em paralelo com
o aumento na producfo de colageno. Em adigdo, a expressao de Hsp47 é regulada
por estresse celular e pro-peptideos correspondendo as regides da porgdo N-terminal
das cadeias o1(l). A produgdo de citocinas foi detectada por ELISA utilizando
anticorpos especificos para TGF-B1, IL-8, IL~18 e TNF-o. Em fibroblastos de FGH a
producado de TGF-$1 e -6 foi estatisticamente maior que em fibroblastos normais
{p=<0,013 e p< 0,0035 respectivamente), enquanto que iL-1p e TNF-o nao foram
detectadas em todos as linhagens celulares. A express&o e producie de MMP-1 e
MMP-2, como revelada por RT-PCR e zimografia, foram significantemente menores
em fibroblastos de FGH comparando com células de GN. Por outro lado, a expressao
de TIMP-1 & TIMP-2 foi ligeiramente maior em fibroblastos de GN. A neutralizagéo de
TGF-p1 com anticorpos especificos elevou os niveils de expressdo e produgdce de
MMP-1 e dramaticamente reduziu 0s niveis de MMP-2, enquanto que 0s de niveis de
TiMiPs néo foram alterados. Estes resultados sugerem que a patogénese do aumento
gengival de individuos com FGH € possivelmente resuitado de uma associagéo de

fatores incluindo alterade comportamento proliferativo, exacerbada sintese de



colagenc e Hsp47, desregulagéo ne balango proteciitico e elevada produgdo de

citocinas.

Palavras Chave: Fibromatose Gengival Hereditéria; Proliferacdo Celular, Colageno;
Hspd7, Metaloproteinases de Matriz; Inibidores de Metaloproteinases de Matriz;
Citocinas. '



2. ABSTRACT

Characterization of cellular proliferation and expression of collagen and its
molecular chaperones, cytokines and matrix metalioproteinases and its tissue
inhibitors in gingival fibroblasts from pacients with hereditary gingival
fibromatosis

Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is a rare oral condition characterized by
a slow and progressive enlargement of the gingiva, involving both the maxilla and
mandible. To further elucidate some of the regulatory fealures resulting in this
condition, the culture characteristics of the four cell lines of gingival fibroblasts
derived from patients of the some family with HGF were isolated and characterized on
profiferation index, collagen and its molecular chaperones production and expression,
MMPs and TIMPs expression, and cytokines production. HGF and normal gingiva
(NG) fibroblasts in subconfluent culture densities showed typical morphologic
characteristics, but in saturation density, HGF fibroblasts were shorter than NG cells,
Five different cell profiferation assays showed that the cell proliferation rate was
significantly higher in HGF fibroblasts. The production and expression of Hsp47 were
significantly higher in HGF fibroblasts than in NG fibroblasts, along with increased
production of collagen. In addition, Hsp47 is coordinately regulated by stress and by
feedback mechanism mediated by N-terminal procollagen propeptides corresponding
to residues of ai{l)-chains. The cytokines production was detected by ELISA using
specific antibodies for TGF-f1, IL-6, L1 and TNF-w. In HGF fibroblasts, the
production of TGF-f1 and iL-6 was higher than fibroblasts from normal tissues
{p<0.013 and p<0.0035 respectively), whereas IL-1p e TNF-o were not detected in all
cell lines. RT-PCR and enzymographic analysis clearly demonstrated that the
expression and production of MMP-1 and MMP-2 were significantly lower in
fibroblasts from HGF than from NG. Interestingly, TIMP-1 and TIMP-2 expression from
NG cells was shown to be slightly higher than those from HGF. The use of
neutralizing antibodies to TGF-31 caused a slight increase in MMP-1 and a decrease
in MMP-2 expression, whereas that no change TIMPs levels. These resuils suggest
that the pathogenesis of gingival outgrowth in HGF patients is possibly resulted of a
association of factors such as increased proliferative potential, altered synthesis of
collagen and Hsp47, dysregulated proteciytic balance and increased cytokines
production.
Key Words: Hereditary Gingival Fibromatosis; Celiular Proliferation; Coilagen,
Hspd7: Matrix Metalloproteinases; Matrix Metalioproteinases Inhibitors; Cytokines.



3. INTRODUCAO

Fibromatose gengival hereditaria (FGH) é uma condigdo oral rara clinicamente
manifestada por um' aumento gengival generalizado e fibrético, pbdéndn apresentar
de forma isolada ou associada a outras alteracdes, como parté' de uma sindrome.
Como tal, a FGH tem sido descrita em associacdc a hipertricose, retardo mental,
epiiepsia, perda auditiva progressiva e anormalidades das = exiremidades,
particuiarmente dedos dos pés e méos. A FGH geralmente apresenta um modo de
heranga autossdmico dominante, contudo, o gene demonstra variaveis graus de
penetrancia e expressividade. Formas autossdmicas recessivas sdo ocasionaimente
relgtadas. Histologicamente, a FGH ¢é caracterizada por uma mucosa revestida por
epitélic hiperplasico com longas e delgadas criptas epiteliais gque se estendem ao
tecido conjuntive, o gual é denso e rico em fibras colagenas. Em adicdo ao colageno,
FGH e outras hiperplasias gengivais apresentam elevados niveis de ouiras
macromoléculas da matriz  extracelutar (MEC) como fibronectina e
glicosaminoglicanos. 0Os mecanismos bioldgicos envolvidos na FGH séo
desconhecidos, e os resultados de estudos de cultura celulares variam. Fibroblastos
derivados da gengiva de pacientes com FGH demonstraram tanto redugdo quanto
aumento no potencial proliferativo e na sintese de colageno (Johnson et al., 1986;
Shirasuna et al., 1989, Oikarinen et al., 1980; Tipton et al., 1887). Embora tenha sido
demonstrado que o efeito autderine do fator de crescimento transformante-8 (TGF-B)
regula a sintese de colageno por fibroblastos de FGH (Tipton and Dabbous, 1998),
08 mecanismos relacionados a ativagdo desta citocina ainda s&o incertos.

Tradicionalmente é inferido a producao local de MEC como causa do aumento
gengival de pacientes com FGH e hiperplasias gengivais induzidas por drogas.
Contudo, recentes estudos demonstraram a igualdade de importancia dos
mecanismos que regulam a proliferagdo celular € a sintese e degradacso dos
componentes da MEC como consequéncia do acumulo excessivo de tecido fibroso. A
degradacéo da MEC & principaimente realizada por enzimas do grupo dsas
metaloproteinases de matriz (MMPs). As MMPs sdo endopeptidases dependentes de
zinco conhecidas pela sua habilidade de degradar varias macromoléculas da MEC.
inimeras evidéncias existem para a participacao das MMPs em processos normais e
patoldgicos, incluindo embriogénese, reparacdo, inflamacéo, cancer e doencas
fiproticas. A atividade catalitica das MMPs é reguiada a mualtiplos niveis, o qual
incluem transcricdo, traducao, secrecao, ativacdo e inibicdo. Este ultimo é controlado
por membros da familia dos inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz



{TiMPs). A express@o génica € regulada por uma variedade de agentes, incluindo as
citocinas TGF-§1. Em resposta a TGF-B1, fibroblastos reduzem a producio de MMP-
1, enguanto elevam 0s niveis de expressao e producdo de MMP-2, TIMP-1 e
colageno. Qutras citocinas foram também demonstradas estarem associadas a
regulacdo destes eventos.

O objetivo deste trabalho é verificar e comparar o potencial proliferativo, a
sintese de colageno e suas proteinas chaperones, producéo de citocinas e expressao
de MMPs e TIMPs em fibroblastos de FGH e GN. A escolha destes fatores baseiam-
se nas observacdes que doencas fibréticas como a FGH, podem ser reflexos de um
aumento na proliferacdo celular, aumento na sintese de ME, desequilibrio na
atividade proteolitica e/ou devido & desregulagdo nas proteinas reguladoras destes
avenios.



4. REVISAO DA LITERATURA
4.1, FIBROMATOSE GENGIVAL HEREDITARIA

Fibromatose gengival e um termo genérico usado clinicamente para identificar
um aumento  voluméfrico da gengiva, fregleniemente resuitado do actmulo de
grandes quantidades de colageno (Takagi et al., 1991). A fibromatose gengival &
classificada em iatrogénica, idiopatica, inflamatdria, medicamentosa ¢ hereditaria. A
fibromatose gengival de caracter hereditario € denominada de FGH.

O primeiro relato de FGH que se& tem conhecimento ocorreu em 1856 com
Gross. A partir deste relato, inimeros outros trabalhes. foram publicados
caracterizando clinica, histologica, bioguimica e geneticamente a FGH. A FGH & uma
condicdo rara (1:.750.000, Singer et al.,, 1983), de crescimenta lento, que manifesta
clinicamente por aumento gengival firme, indolor, n&c hemorragico, de coloracao
rosea e pontithado superficial caracteristico gue pode recobrir parcial ou totalmente a
coroa dental € que ndo apresenta tendéncia a regressio espontanea (Bozzo et al,|
1992; 1994). A gravidade do aumento gengival e variavel, podendo variar de leve a
grave mesmo em individuos de uma mesma familia (Singer et al., 1993). Este
aumento pode ser generalizado, isto €, envolvendo todos os dentes de ambos os
arcos, ou parcial, envalver somente um arco ou porgbes de um arco. O envolvimento
localizado € mais freqlente na superficie palatina da tuberosidade maxilar e na
superficie lingual da mandibula. _

Ha consenso geral gue 0 aumento gengival € proveniente de uma hiperplasia
nao inflamatdria dos elementos do tecide conjuntivo. Densos e numerosos feixes de
fibras colagenas mostram-se entrelacados e permeados por fibroblastos, vasos
sanglineos e ocasionalmente, discreto infilirado inflamatdrio. O epitélio pavimentoso
estratificado paraqueratinizado encontra-se hiperplasico e, profundas e deigadas
criptas epiteliais projetam em direcZo so conjuntivo subjacente (Redman et al., 1985,
Danesh-Meyer and Holborow, 1993). Pequenos e multiplos focos de calcificacio
distréfica, ilhas de metaplasia 6ssea, areas de uiceracdo e focos de células
inflamatdrias tambem foram descritos {(GUnhan et al., 1995). Provavelmente, a grande
variedade nas alteracbes histoldgicas descritas na FGH seja resultado da
heterogeneidade clinica e genetica da doenga.

A FGH é transmitida de forma heterogénea, podendo manifestar de forma
isolada ou mais raramente, como componente de uma sindrome. Freqglentemente
esta alteracéo & herdada de forma autossomica dominante, mas formas autossdmicas



recessivas também sdo descritas (Gorlin et al., 1990; Goldblatt and Singer, 1892). A
caracteristica sindrémica mais comumente observada em associacdo a FGH 2 a
hipertricose, a qual estd ocasionalmente associada a retardo mental e epilepsia.
Estas manifestacbes e outras raras caracteristicas s8o descritas na Tabela 1. Nossos
pacientes n&o mostraram nenhuma destas caracteristicas e apresentaram intelecto
normal como demonstrado pela publicacdo de Bozzo et al. (1994). Na FGH a maioria
dos relatos de fenodtipos autossdmicos recessivos, que S80 em pequeno numero em
refacado ao fendtipo dominante, segundo alguns autores provéem de casamentos
gonsanglineos. Porém a consangllinidade ndc € a unica e nem a explicacdc mais
aceita, Descendentes de pessoas ndo aparentadas, cada qual portadora de um gene
mutante, parece ser responsavel pela maioria dos casos de doencas autossdmicas
recessivas, principaimente se o caracter recessivo apresentar alta freqléncia na
populacdo, exemplo disto € a fibrose cistica (Thompson et al., 1883).

E aceito que a FGH é uma alteracio genética, mas 0 mecanismo pelo qual o
aumento gengival ocorre ainda € desconhecido, O primeiro estudo sugerinde o
provavel gene alterado na FGH foi recentemente descrito por Hart et al. (1898). Estes
autores, estudando uma familia com doze membros afetados por FGH através de
técnicas  de  alinhamento genético, identificaram alteragBes provavelmente
relacionadas com a doenca no cromossomo 2 entre os locus D281788 e D25441.
Contudo, estudos semelhantes na familia aqui estudada ndop confirmaram similar
alinhamento cromossdmice (Hart TC, comunicagéo pessoal). A identificacéo do
gene(s) responsavelis) pelo aumento gengival observado em pacientes com FGH e
o conhecimento da(s) mutacdo(bes) resultante por esta alteragdo, possibilitardo o
conhecimento dos eventos biologicos associados a esta alteracdo, abrindo
perspectivas para a terapia definitiva destes pacientes.

Estudos biogquimicos realizados no intuito de caracterizar os principais eventos
associados a esta doenca sdo controversos. Evidéncias experimentais demonstraram
que o aumento gengival pode estar relacionado com o metabolismo de colageno tipo
. Em culturas de células, Johnson et al. (1986) descreveram gque fibroblastos
gengivais de FGH sao capazes de sintetizar as mesmas quantidades de proteinas
quando comparado a fibroblastos de GN, mas a produgdo de colagenc € apenas a
metade nas células de FGH. Estes autores iambém descreveram que a proliferacao
celular @ menor em fibroblastos de FGH. Shirasuna et al. (1889) demonstraram que
apesar da capacidade de produzir elevados niveis protéicas incluindo colageno,
fibroblastos de FGH mostraram menor taxa de crescimento quando comparado com
fibroblastos de GN. Desta forma, sugeriram que a hiperplasia gengival é resuliado de



uma produgdo e acumulo excessivos de colagenc tipo | no meio extracelular.
Oikarinen et al. {1990) estudando um casc de FGH associado a deficiéncia na
sintese de hormbdnios do crescimento, descreveram uma baixa taxa de proliferagio
celular, como descrito por Shirasuna et al. (1989), mas em contraste, © nivel de
producdo de mRNA para colageno tipos | e i foi menor nos fibroblastos de FGH.
Sendo assim, estes autores sugeriram que o acumulo de colageno poderia ser
decorrente de uma reducéo na afividade enzimética das colagenases, a principal
enzima extracelular relacionada com a degradacéo de colageno tipo |, ou poderia ser
decorrente de um aumenio nos niveis extracelulares de TIMPs, os principais
inibidores extracelulares do catabolismo do colageno. Embora sugerida como um dos
possiveis fatores etiolégicos da FGH, n8o existem dados na literatura que analisam
a expressdo e producio de enzimas do grupo das MMPS em individuos com #GH.
Tipton et al. (1997) estudando trés casos de FGH demonsiraram uma maior
velocidade proliferativa e uma maior produgédo de colagenc tipe | e fibronectina por
fibroblastos de FGH. Embora tenha sido descrito que a excessiva producée de TGF-3
controla a sintese de colageno e fibronecting em FGH, o mecanismo responsavel
pelo acumulo de colageno n&o esta ainda entendido (Tipton and Dabbous, 1998).
Segunde alguns autores, o tipo e a relagdo estequiomeétrica das moléculas de
colageno s&0 os mesmos em gengiva nomal, FGH e em hiperplasias gengivais
induzidas por drogas. Eles relatam gue a hiperplasia gengival n&o é decorrente da
produgéo de um novo tipo e nem do acumulo excessivo de um colageno anormal
(Becker et al., 1967, Johnson et al., 1986). Collan et al. (1982) descreveram atraveés
de microscopia eletrbnica, gue o colageno na FGH € apenas mais maduro que o
encontrado na gengiva normal. Estes autores também identificaram dois - tipos
distintos de fibroblastos: fino, associado as areas ricas em MEC, mas pobre em fibras
colagenas; e o grosso, aparentemente inativo, mas rico em fibras colagenas.



Tabela 1. Principais sindromes associadas a FGH.

8indrome Heranca Principais caracteristicas além de
FGH
Murray-Puretic-Drescher  Autossdmica e Multiplos fibromas hialinos em
recessiva cabeca e pescogo
infecces recorrentes
Ostedlise das falanges terminais
Rutherford AutossOmica e Retardo na erupcdo dental
dominante e Opacidade da comea
Zimmermam-Laband Autossomica Displasia de nariz, oreftha e unhas
dominante Hipoplasia das falanges terminais

Jones

{ross

Cowden

Fibromatose Gengival

Autossdmica
recessiva

AutossOmica
recessiva

Autossdmica
recessiva

Autossdmica
dominante nu
recessiva

L ]

Hiperflexibilidade das
articulactes
Hepatoesplenomegalia

Progressiva perda de audicéo

Hipopigmentacio dérmica
Microftalmia
Retardo mental

Fibradenoma gigante de mama
Hipertricose
Multiplos hamartomas

Hipertricose
Epilepsia
Retardo mental

Adaptado de Bakeen and Scully (1891) e Gorlin et al. (1990).

4.2, PROTEINAS CHAPERONES E PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Proteinas desnaturadas podem espontaneamente voltar a apresentar ¢ arranjo
conformacional terciario ou quaternario in vitro com a simples substituicdo do tampéo
desnaturante. Por apresentar esta capacidade, foi sugerido gue a sequéncia de
aminocacidos de uma proteina contém todas as informacdes necessarias para a sua
conformacac nativa, ndo necessitando do auxilio de gualguer catalisador ou fonte de
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energia. Embora este paradigma proposto por Anfinsen (1973) seja ainda
parcialmente aceito, fol demonstrado que a conformagédo estrutural das proteinas,
entre outros fatores, é dependente da agéo de um grupo de proteinas catalisadoras
denominadas proteinas chaperones ou proteinas que se ligam & cadeias peptidicas
nascentes. Estas proteinas apresentam a capacidade de ligar a peptideos em
formacao, tac logo inicia a sintese protdica propriamente dita com a deposi¢éo de
aminodcidos nos ribossomos, semn reconhecer gualquer sequéncia especifica,
conferindo a prcteina a conformacéo necessdria para exercer sua fun¢do bioldgica.
Foi demonstrado que as principais proteinas chaperones fazem parte da familia de
proteinas de chogque térmico (HSPs).

Células in vivo e in vitro quando estimuladas por calor apresentam uma
resposta fisiolodgica caracteristica denominada de resposta a chogue térmico. Esta
resposta foi primeiramente descrita em 1962 por Ritossa, que observou alteragbes
nos cromossomos de Drosdfilas apos estimulacdo térmica (Ritossa, 1962). Anos apds
esta constatacdo, Tissieres et al. (1974) demonstraram que as respostas celulares &0
calor estdo associadas com a ativaglo de uma familia de genes e a sintese de um
grupo especifico de proteinas, que foram denominadas HSPs. A famiiia de H3Ps
representa o principal mecanismo infrinseco celular de protecdo a estimulos
agressivos. Esta familia & um dos mais conservados grupos através da evolugao,
sendo expresso por seres procariotos e eucariotos. A familia de HSPs é formada por
glicoproteinas com massa molecular variando entre 8 a 170 kDa, sendo que muitas
apresentam niveis basais de expresséo e funcgbes essenciais em condicdes de
homeostasia (Sens et al., 1997). Em condicbes normais e em resposta ao estresse,
HSPs estdo implicadas na interagdo proteina-proteina, como por exemplo na sintese
e fransiocacdo de proteinas, na aquisicio e estabilizacdo da estrutura terciaria, na
prevencido de agregacdo e na secrecdo de proteinas (Ang et al, 1991). HSPs
também sdo importantes na regulacéo de outras fungdes celulares como tradugdo de
sinais (Ciocca et al, 1993), replicacdo do DNA (Echols, 1980), proliferacaoc
(Georgopoulos and Welch, 1993) e degradacéo de proteinas (Hayes and Dice, 1996).
Diversos trabalhos demonstraram que HSPs em condicdes de estresse celular sao
capazes de atenuar € em muitas ocasifes, reverter o quadro de injuria celular. Os
genes de cheogque térmico quando ativados apresentam a func@o de reprogramar
muitas atividades celulares, tornando-a capaz de resistir ou reverier o quadro nocivo
(Krone et al., 1997},

Recentes publicacdes demonstraram um possivel papel de HSPs na
sliminacado de células neoplasicas. Estudos baseados na imunoterapia de ratos com
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neoplasias malignas, como por axemplo melanoma e cancer de pulméo (neoplasias
espontaneas), fibrossarcoma € carcinoma de colon (neoplasias induzidas
quimicamente) e carcinoma espinocelular de pele (neoplasia induzida por radiacao
actinica) tratados com preparacbes de HSPs (Hsp70, HspS0 e Grp24) derivadas de
tumores autdlogos resultaram em um retardo na progressao da neoplasia, reducio no
numero de metastases e prolongacdo da vida média do animal (Unodo et al., 1994;
Tamura et al., 1997). Os mecanismos que cercam o papel de HSPs na terapia de
neoplasias malignas s&o ainda desconhecidos. Contudo, foi demonstrado que
linfocitos T CD8, CD4 e NK sdo importantes co-fatores e efetores desta fungéo.
(Guando estas células foram depletadas previamente a imunizacdo ou ao tratamento
do animal, a eficiéncia dos complexos de H3Ps na retengdo da progressao do tumor
foi menor € © animal morria com a metade do tempo de um animal com niveis
normais de células T (Unodo et al,, 1994).

A resposta ao choque térmico é imediata e complexa, ATP dependente,
transiente, envolve ciclos de associacdo e dissociagdo de proteinas, sendo
caracterizada por induzir aumento no nivel de HSPs e bloguear a sintese de
proteinas normais (Schlesinger, 1986; Langer et al., 1992). A resposta ao choque
térmico néo € induzida exclusivamente por estimulacdo térmica, outras formas de
agressd@o celular, como producdo de radicais livres, andxia, isquemia, infecgies
virais, processos inflamatdrios, presenca de metais pesados, alteragbes no pH,
inibidores de glicosilacdo, inibidores do metabolismo energeético, fratamento com
nuclectideos analogos, e presenca de substancias quimicas como etanol, nicotina,
anestésico, brefeldina A e céicio ionofore tambem sdo capazes de estimular a
resposta ao chogue térmico (Hightower, 1991). Em vista disto, foi sugerido um nome
mais amplo para este grupc de proteinas, proteinas de resposta ao estresse. As
proteinas até o momento descritas com agao de HSPs e chaperone estao descritas
na tabela abaixo (Tabela 2). Hsp70, Hsp80 e Hspd7 séo as principais familias de
proteinas de resposta ao estresse, consideradas importantes chaperones, e serao
descritas individualmente.
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Tabela 2. Principais HSPs que atuam como proteinas chaperones e respectivas

fungdes.

Proteina

Fungéo_

Nucleopiasmina

SecB
PapD
Prit
PrsA
Lim
p22

SRP

Pro-sequences

Rb

DnalJ/Hsp40 bacteriana

GrpE
GroES
Hsp47

GroEL/Hsp60 bacteriana
Hsp60

DnaK/Hsp70 bacteriana
Grp75

Grp78/BIP

HMsp90

Grpo4

Hsp104
Hsp10

Organizacio e desorganizacio de nucieossomos
Organizacao de ribossomos e ribonucleoproteinas
Transcrigao

Transporte de pephdeos _

Organizagéo do pilus bacteriano

Conformacéo de proteinas bacterianas
Conformacéo de proteinas bacterianas
Conformacéo da lipase bacteriana

Organizacéo e desorgamzagao da parede
bacteriana

Transporte de peptideos

Conformagéo de proteases

Ligacao a fatores de transcricdo

interag@o com DnaK e GrpE em bactérias

Interacdo com Hsp70 em leveduras

interacdo com DnaK em E. cofi

Interacdo com GrokEL em £. cofi

Conformacéo e iransporte de colageno
Degradacao de proteinas no RE

Conformacéo e transporte de proteinas
Conformacéo e transporte de peptideos nas
mitocdndrias

Conformacéo e transporte de pept:deos em
sucariotos e procariotos

Conformacéo e transporte de peptideos em
mitochndrias

Conformacéio ¢ transporie de peptideos no RE
degradacéoc de proteinas no RE

Conformagéo e {ransporte de peptideos
Conformacéo e transporte de peptideos no RE
Dissociacg0 de agregados protéicos

Auxilia Hsp60 na conformacdo e transporte de
peptideos nas mitocondrias
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4.2.1. Sintese Protéica

Ha varios estagios na sintese protéica desde a ativagio do DNA até a proteina
funcional. A célula eucaridtica apresenta uma maquinaria bem desenvolvida capaz de
controlar a sintese protéica nos seus varios estagios. Para muitos autores, a
expressdo génica e a formacgdo da molécula de mMRNA sd0 0s evenios mais
importantes e sdo 0s eventos que apresentam varios niveis de controle. Sdo eles:
controle transcricional, controle no processamento, transporte e degradacdo da
molécula mRNA e controle fraducional (Alberts et al., 1994). Os eventos pés-
traducionais sa0 0s responsaveis pelo processamento, conformacdo, sintese e
secrecao, portanto, relacionados com a organizagao e fung@o da proteina. Neste
capitulc ser8o descritos 0§ eventos pos-traducionais da sintese protéica, do
fransporte para o reticulo endoplasmatico (RE) & distribuicgo para a célula e/ou meio
extracelular,

Em células eucaribticas o transporte de proteinas para o RE acontece antes
que se complete a sintese da cadeia polipeptidica, isto &, ocorre em uma fase co-
traducional. Esta caracteristica destingue ¢ processo de transporte de proteinas para
outros compartimentos celulares como mitocondrias, nucleo e peroxissomos, o qual
acontece na fase poés-traducional e requer inumeros sinais peptidicos. O RE & &
organela responsavel pela biossintese de todas as proteinas destinadas a secregéo e
aos compartimentos celulares, onde incluem o préoprio RE, aparelho de Goigi,
lisogssomos, endossomos, vesiculas secretoras, peroxissomos, mitocdndrias e a
membrana plasmatica. O RE é também o locus de muitas modificagbes pés-
traducionais incluindo a aquisico de estrutura tercidria, formagdo de polimeros,
formac&o de pontes de bissulfito, hidroxilago do residuos de lisina e prolina
resultando na formacdo dos aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina e glicosilagio
(Alberts et al., 1994). Em procariotos, as proteinas destinadas a secreg@o s@o
transferidas diretamernte para a membrana plasmatica.

O transporte para e através do RE envolve uma seqléncia de eventos como 0
reconhecimento de precursores, ligacdc a membrana da organela, entrada no RE,
ligacdo de proteinas chaperones e da proteina dissulfeto isomerase (PDI), sinal de
clivagem e transporte para o complexo de Goigi. O peptideo é transportado para a
membrana do RE por uma particula de reconhecimento de sinal (SRP), o qual cicla
entre o RE e o citosol ligando a cadeias nascentes de proteinas, tao rapido quanto ¢
peptidec emerge dos ribossomos (Wolin, 1994). Apods a ligagdo, o complexo &
transporiado a membrana do RE onde liga a um receptor especifico denominado
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receptor da particula de reconhecimento de sinal (Nicchitta et al., 1991). Este
receptor € uma proteina membranica com regifes expostas ao citosol e ao [Umen do
RE (Lingappa, 1991). Apbs ativac@o do receptor e hidrdlise de moléculas de GTP
como fonte de energia, abre um poro por onde a cadeia e infroduzida no ldmen do
RE (Gilmore, 1993). Os fendmenocs que cercam esta reacdo ainda s&o poucos
conhecidos. Uma vez no interior do RE, proteinas residentes do RE ligam as cadeias
polipeptidicas conferindo a correta conformacao estrutural da moiécula. As principais
proteinas residentes no RE sao PDI e as proteinas chaperones.

POl & a mais abundante proteina do IUmen do RE. Esta proteina catalisa a
oxidacdo de grupos sulfidrilas livres (8H) formando pontes de dissulfeto (S-8)
(Freedman, 1989). Quase todos 0s residuos do amino-acido cisteina das proteinas
intra e extracelulares sdo oxidados formando pontes de dissulfeto. Recentes estudos
demonstraram que PDI € uma molécula muitifuncional e pode participar de muitos
outros complexos evertos como hidroxilagdo de residuos de prolina (foi demonstrado
100% de similaridade estrutural entre PDI ¢ a subunidade b da enzima prolil-4-
hidroxilase), componente periférico do sistema oligossacariltransferase envolvendo
as cadeias nascentes de polipetideos e pode participar na- hidrolise do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato formando dois subprodutos: 1,2-diacilglicerol € o inositol
1.4, 5-trifosfato (Pihlajaniemi et al., 1987, Greetha-Habib et al., 1988).

O termo chaperone foi primeiramente usado por Laskey et al. (1978) para
descrever a proteina nucleoplasmina, uma proteina nuclear com funcée de organizar
o DNA e as histonas formando a estrutura de nucleossomos em Xenopus. Laskey et
al. (1978) demonstraram que a adi¢do de nucleoplasmina ao precipitado composto de
DNA e histonas resulta no arranjo de nucleossomos. Eles também demonstraram que
nucleoplasmina ndo interage com o DNA, mas interage com as histonas promovendo
mudangas eletrostaticas que resultam na estruturagdo dos nucleossomos. O termo
chaperone € entdo apropriado, pois a proteina interage com as histonas reduzindo a
repulsdo eletrostatica entre elas, atuando na organizacdo e ndo na estruturacdo dos
nuclenssomos. Atualmente proteinas chaperones séo descritas como uma classe de
protfeinas capazes de associar e dissociar de forma transiente a porgdes hidrofébicas
das cadeias nascentes de polipeptideos nos eventos de aquisicdo da estrutura
terciaria e polimerizacé@o. Os mecanismos de expressdo e funcdo destas proteinas
ern eucariotos s&o complexos. Alguns membros s&o apenas induzidos a expresséo e
funcdo em condicGes de estresse celular, snquanto outros s&o sintefizados
constitutivamente. As principais proteinas chaperones pertencentes ac grupo das
HSPs serdo descritas com maior detathes a seguir.
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O transporte das proteinas a partir do RE até o momento da secregédo ou
integralizacdo com outra organela € realizado através de vesiculas, que partem de
um compartimento e se fundem a outros (Barlowe et al., 1994). A formacéo das
vesiculas & coordenado por complexos protéicos (complexo Sarlp, Sec23p e
complexo Sect13p) que ligam as membranas estimulando a formacgéo e liberacdo de
vasiculas (Pelhan, 1994). Existem trés tipos de vesiculas: clatrinas, COPl e COPl. As
clatrinas foram identificadas mediando endositose e transporte de proteinas da regiao
frans do complexo de Golgi para os endossomos e membrana plasmética (Pearse
and Robinson, 1990). O segundo tipo de vesicula foi identificada no aparetho de
Golgi e em vesiculas derivadas dele. Recentes estudos demonstraram que COPl e
COPIl s&o requeridas no transporte de proteinas do complexo de Golgi a superficie
celular para posterior secrecio (Rothmam, 1994, Barlowe et al., 1884). Basicamente,
COPt e COPIH diferem na composigdo dos comp!éxos e na mediagao do transporte.
Nos compartimentos do complexo de Golgi as proteinas em formacio sofrem varias
modificacbes estruturais, como glicosilagdo. Como descrito previamente, no RE
muitas proteinas séo glicosiladas, mas nesta etapa apenas uma espécie de agucar &
adicionada ao peptideo, os aglicares N-ligados. No complexo de Golgi dependendo
da proteina, ocorre modificacdes efou adigde de novos agucares. QOcorre a
glicosilacdo dos aglcares O-ligados (Alberts et ai., 1994).

Do complexo de Golgi, as proteinas podem seguir cinco vias: (i) relormnar ao
RE, funcionando como uma proteina residente do RE; (i) ficar retida no complexo de
Golgi como residente permanente; (iii) ser transportada para organelas celulares; (iiii)
dirigir-se a membrana celular, funcionando como um componente estrutural efou
funcional; ou {(iiiil}) ser secretada para o meio extracelular. As proteinas sdo
secretadas por exocitose, ocorrendo fusdo das vesiculas com a membrana celular.
Os  principais  produtos  celulares secretados s&o os  proteoglicanos e as
glicoproteinas da MEC.

4.2.2. Regulacdo (Génica - Gene de Choque Térmico

Em condicdes patolégicas a capacidade celular em resistir a muitiplas formas
de agressao estad relacionada com o aumento na expressdo de HSPs. A expresséo
destas proteinas pode ser regulada em niveis transcricionais, processamento de RNA
e niveis traducionais. HSPs s@o sintetizadas por uma familia de genes dominada de
genes de chogue térmico. A transcricdo destes genes e rapidamente induzida apbs
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estimulos térmicos pelo fator de transcrico de choque térmico, o qual & capaz de
ligar a uma conservada. segiéncia de DNA conhecida como elemento de chogue
térmico, presente nas regides franqueadoras dos genes. Os elementos de chogue
térmico apresentam uma seqiéncia variavel de cinco pares de base (NnGAAn), onde
os fatores de chogque térmico s80 capazes de ligar e desencadear a sintese protéica
(Perisic et al.,, 1989; Sorger, 1991). Todos os promotores dos diferentes genes de
choque térmico, de diferentes espécies, apresentam as regibes de cinco pares de
base. Contudo, a organizaglo (segluéncia correta ou inversa) e o numerc de
repeticbes s8o variaveis. Por exemplo, em Drosofilas, a regido promotora do gene
Hsp70 apresenta quatro segliéncias de cinco pares de base, enquanto Hsp&3
apresenta uma simples sequéncia (Xiao and Lis, 1988; Amin et al, 1988). O
significado biolégico desta variacdo no numero e na organizacéo das repeticbes de
Cinco pares de bases € ainda desconhecido. '

O isolamento e seqlenciamento do gene do fator de. choque {érmico foi
primeiramente observadc em 8. cergvisiae, posteriormente este fator foi isolado de
Drosdfilas, células vegetais, galinha, camundongo e humanos (Nakai and Morimoto,
1993, Schuetz et al,, 1991; Murphy et al.,, 1994). Apesar da grande conservacio
filogenética na segiéncia dos elementos de choque térmico, o seqlenciamento das
proteinas com funcdo de fatores de choque térmico demonstrou algumas diferencas
estruturais, mas todos os fatores até o momento identificados e seglienciados
mostraram similaridade ao dominio de ligagd@o aos slementos e a regido responsave!
pela associacdo dos mondmeros (Schuetz et al., 1991). Em celulas humanas foi
demonstrado a existéncia de quabro distintos fatores de chogque térmico, mas a
funcio exata de cada uma destas proteinas € incerta. A co-expressio de multiplas
formas de fatores de choque térmico sugere um papel especifico para cada fator
mediante diferentes formas de agressao. Na verdade foi demonstrado que os fatores
de chogue térmico-1, -3 e -4 correspondem realmente a falores de resposta ao
estresse, enquantc que o fator-2 ndo. O fator de chogue termico-2 esta associado as
fases inicisis da embriogénese, espermatogénese e na diferenciacfo de eritrdeitos
{Sistonen et al., 1894; Mezger et al., 1994).

Apesar do conhecimento dos fatores e dos elementos de choque térmico,
ainda s&o incertos os conhecimentos sobre a regulago da expressdo das HSPs em
condicGes fisioldgicas e de estresse celular. Em Drosdfilas e em celulas humanas, a
capacidade de frimerizacdc dos fatores de chogque térmico e a ativacio da
transcricdo génica ocorre apenas apds condigbes de estresse celular. Contudo, em
8. cerevisiae, o fator de chogue térmico & capaz de ativar a transcricdo em condicbes
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fisiolégicas. Isto sugere que em células humanas a ativago do fator envolve duas
etapas distintas. Primeiro ocorre a inducdo da oligomerizacdo dos mondmeros e, em
seguida, fosforilacdo dos residuos de serina dos fatores de chogue térmico, criando
um complexo com alta atividade transcricional (Sorger, 1990). Em 8. cerevisiae, a
inducao do fator envolve apenas a segunda etapa. A seguir € apresentado ©
esguema proposto por Sorger (1991) sumarizando a ativagdo dos fatores de choque
térmico e a transcricido dos genes de chogue termico.

Os fatores de transcricdo s&o encontrados na célula como mondmeros
inativos, que adquirem & capacidade de ligar e ativar 0 DNA quando induzidos por
estresse celular a formar trimeros. Formas monoméricas de fatores de choque
térmico de Droséfilas em ensaios utilizando proteinas truncadas incapazes de
associarem entre si, mostraram menor eficiéncia na ligagcdo ao DNA que formas
frimericas (Soger, 1991). Nesta observagao foi baseada a primeira stapa da hipdtese
de ativacdo. Hensold et al. (1990) demonstraram diferencas no falor de choque
termico de 8. cerevisiae € em outros organismos antes & apds estimulos térmicos.
Basicamente, as diferencas foram as regides de fosforilacdo e a capacidade de
inducéo da transcricdo. Estas observacgbes demonstraram que a fosforilag8o esta
diretamente envolvida na capacidade de fatores de choque térmico estimular a
franscrigéc génica (segunda etapa da hipotese). A expressao de HSPs em condigbes
de homeosiasia celular parece nio estar relacionada com a participacao dos fatores
de choque férmico.

4.2.3. Familia Hsp90

Membros da familia Hsp90 clonados e seqlenciados mostraram ser 0s mais
conservados entre todas as familias de proteinas de estresse (Mazzarella and Green,
1987). Diversos estudos demonstraram que as proteinas da familia Hsp90 séo as
mais abundantes proteinas do estresse de eucariotos {Jakob and Burchner, 1994).

A diversificacdo dos genes da familia HspS0 em eucariotos produz duas
proteinas, a primeira localizada no citosol celuiar e a outra associada ao RE. A
proteina citosélica, Hsp90, & menor que a proteina do RE e funciona como uma
proteina chaperone em condigdes fisioldgicas (Freeman and Morimoto, 1996) e em
condicBes de estresse celular (Jakob et al., 1995). HspY0 esta associada a diversas
proteinas celuiares, como receplores de estrogénio, progesterona, glicocorticoides e
mineralocorticoides (Caplan et al., 1994). Sanchez et al. (1986} demonstraram que
Hsp90 liga aos receptores de hormonios mantendo-0s na forma inativa. Por exemplo,
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a receptor de glicocorticoides na forma inativa esta associado a duas moleculas de
Hsp90 e a outras duas proteinas, sendo uma componente da familia de HSP, Hspb3
(imuncfilina), e a segunda, uma proteina citosélica denominada p23. A associago
receptor-proteina ligante faz com que MHsp20 desligue, permitindo a ligacéo especifica
ac DNA e a modulagdo da transcricdo génica. Apds a transcricdo, o complexs volta a
associar ao receptor, tomando-o inativo novamente. Picard ef al. (1988)
demonstraram que a inativagéo do receptor & resultado da desnaturacéo promovida
por Hsp90. Yamamots et al. (1994) demonstraram que a dissociacio de Hsp80 do
receptor & a posterior associacdo € mediada por Hsp/0. Adicionalmente
demonstraram que estas etapas de associagdo e dissociacdo sdo dependentes de
enegia proveniente da gquebra de moléculas de ATP. Além de recepiores hormonais,
HspY0 também associa a outras proteinas celulares incluindo quinases, caseina
quinase I, INF-lia quinase, ppBoOV-SRC ¢ proteinas do citoesqueleto celular como
actina e tubulina (Mivata and Yahara, 1991; 1992; Caplan et al., 1994). Hsp®0 atua in
vitro como uma proteina chaperone prevenindo a formacgdo de agregados de
proteinas desnaturadas (Freeman and Morimoto, 1998). Entretanto, a funcdo
principal in vitro parece ser na maturagéo de proteinas que participam da regulagéo
génica e dos sinais de transcricdo (Rutherford and Zurker, 1924).

A proteina associada ao RE apresenta uma massa molecular maior gue a
proteina citosdlica. Em analise por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dedecit sulfato de soédio (SDS-PAGE), a proteina citosdlica migra com um massa
molecular entre 87 e 92 kDa e a proteina associada ao RE, 94 a 108 kDa. Esta
diferenga no peso molecuiar é devido a uma regifo adicional de 24 aminoacidos
ligada a porcéo C4erminal da proteina associada ac RE (Sorger and Pelhan, 1887).
Grp84 também apresenta na porcdo C-terminal a seqléncia Lys-Asp-Giu-Leu
(KDEL), a qual opera como sinal de retencdo no RE (Munro and Pelthan, 1888). A
protaina associada ao RE € induzida em condicbes de privagéo de glicose, devido a
este fato, tem sido designado a esta proteina 0 nome de proteina regulada por
glicose. Grp94 também & denominada endoplasmina (Koch et al., 1986), ErpS9
{(Mazzarella and Green, 1987) e Gp96 (Maki et al., 1980). Grp94 & expressa
constitutivamente em condigbes normais de crescimento, mas pode ser induzida por
inibidores de glicosilacdo, calcio ionofore e drogas que utilizam de nucleotideos
anzalogos, mas nao e significantemente induzida por estimulos térmicos (Schleisinger,
1986). Grp94 & a principal proteina associada ao RE ligadora de . calcio e ATP
{Clairmout et al., 1982), mas é independente de ATP para a sua funcdo (Wiech et al.,
1992).
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A exata fungdo de Grp94 continua incerta. Foi proposto que esta proteina
facilita a conformacéo e transporte de polipeptideos do RE ao aparetho de Golgi e
evita a secrecdo de proteinas malformadas (Edington, 1992). Estudos in vifro
utilizando a proteina purificada de pancreas boving e proteinas desnaturadas
demonstraram que apds a substituic@o da solucdo desnaturante, Grp94 € a primeira
proteina chaperone a associar as proteinas desnaturadas facilitando a reconstituicao
estrutural e funcdo (Jakob et al., 1995). Parsell et al. (1994) demonstraram gque a
concentracgo de Grp94 em temperaturas elevadas & maior que em condiches
normais, sugerindo um papel na protecdo e restauragfo de proteinas desnaturadas.
A sintese de Grp94 é também estimulada em situagbes de aumento da demanda
funcional, 1.é, em condigBes de aumento na sintese protéica (Dorner et al., 1989). A
associacdo de Grp94 na maturagdo e transporte de cadeias nascentes de colageno
tipo | e 1V foi proposta em diversos trabalhos (Sauk et al., 1994; Ferreira et al., 1994,
Smith et al., 1995; Ferreira et al., 1996). Estes trabalhos sugeriram que Grp94 é
constitutivamente expressa na célula ¢ que heterocomplexos, associagdo de GrpY4,
Grp78 e Hspd7, sao formados durante a sintese de colagenos tipo | e V. Segundo
Melnick et al. (1992), o complexo Grp94/Grp78 em células B & responsavel pela
maturacdo das cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas e pela eliminacéo de
excessos de subunidades. Adiclonaimente, também demonstraram que esta
associacdo é transiente, ATP-dependente e envolve ciclos de associagdo e
dissociagio.

4.2.4. Familia Hsp70

Membros da familia Hsp70 foram primeiro identificados em Drosofilas, e
posteriormente em E. cofi, leveduras e humanos. Estas proteinas esto localizadas
nos diferentes compartimentos celulares onde a maturagéo de proteinas, aquisi¢éo
de estrutura terciaria e polimerizacéo de subunidades podem ser estabelecidas ou
alteradas, como por exemplo nas mitocdndrias, RE e citosol celular. Células
sucaritticas apresentiam diversas sequéncias génicas para a familia Hsp70. Por
exemplo, Drosdfilas apresentam oito genes, humanos apresentam no minimo 10
genes e, 0 eucarioto simples 8. cerevisiae contém 8 genes para Hsp70 (Wemer-
Washburne et al., 1987). A familia Hsp70 em humanos € formada por no minimo 4
membros, com estruturas muito similares, sendo que trés membros desta familia
(Hsc73, Grp78 e Grp75) sdo expressos de forma constitutiva enquanto que Hsp/70 €
expressa apenas em condicbes de estresse celular. Estas proteinas tém recebido
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varias designacgbes, sendo a nomenclatura proposta por Watowich e Marimoto (1988)
a mais usada: Hsp70 (também conhecida por Hsp72, 73K, Hsx70, SP71, Hsp&S),
Hsc73 (p72, 73K, Hsc70, Hsp73);, Grp78 (BIP, HspB0) e Grp75 (mHsp70, miHsp70).
Hsc73, Hsp70 e Grp78 sd0 as mais estudadas e caracterizadas proteinas da familia
Hsp70.

Hsp70s apresentam funcdes essenciais no rmetabolismo de proteinas em
condictes de estresse e homeostasia celular. Dentre as principais funcbes podemos
listar: manutengdo de peptideos nascentes no estado de estrutura primaria
(Zimmerman et al., 1988; Philips and Silhavy, 1990), dissociacdo de agregados
proteéicos e parlicipacdo na renatura¢do de proteinas (Skowyra et al, 1990;
Gaitanaris et al., 1990), associacdo a outras proteinas chaperones na maturagdo de
peptidecs (Beckmann et al., 1990) e auxilio na distribuicdo de proteinas para as
mitocOndrias (Sheffield et al., 1980), RE (Chiricc et al, 1988), nlcleo {Shi and
Thomas, 1992) e peroxissomos (Walton et al., 1994). Esta versatilidade de fungbes
da familia Hsp70 parece ser resultado da capacidade de reconhecer 0s segmentos
hidrofobicos de proteinas em formacéio na presenca de ATP. Em leveduras,
Schienstedt et al. (1995) demonstraram que as fungbes celulares de Hsp/0 séo
sempre realizadas em associacao com Hsp40. A relacdo entre estas duas proteinas é
baseada na abilidade de Hsp40 interagir e estimular a atividade de ATPase de Hsp/0
(Cheetham et al., 1894). Estes autores demonstraram que o sistema: Hsp70/Hsp40
apresenta funcbes celulares apenas em condicbes de estresse celular. Em humanos
ainda néo foi demonstrado esta associacio.

Hsc73 & expressa de forma constitutiva no nucleo e citopiasma celular onde
atua regulando o ciclo celular (Millaski and Morimoto, 1986), estimulando ¢ sistema
de degradacéo lisossomal {Agarraberes et al., 1987) e organizando o citoesqueleto
citoplasmatico (Geen and Liem, 1889). Hsc73 foi tambeém identificada em nucieclos
mas apenas em condicbes de estresse celular (Weich and Feramisco, 1985)
Recentes estudos demonstraram que Hsc73 & requerida na polimerizacdo de
diversas proteinas celulares como receptores de esterdides (Hutchison et al, 1994} e
na conformacéo e desorganizacdo de vesiculas de clatrina (Deluca et al, 1820).
Quando culturas celulares sdo privadas de soro, ocorre uma intensificagao dos
fendmenos de protedlise intracelular (Hendit ef al, 1890) Este aumento na
degradacio parece estar associado a um aumento na expresséo de Hsc73, que atua
estimulando ¢ sistema de degradacéo lisossomal. Segundo estudos de Hayes and
Dice (1996), Hsc73 liga a proteina a ser degradada, transportando-a acs Hsossomos.
No lisossomo, Hsc73 associa a um receptor transmembréanico denominado igpt6 que
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permite a enfrada da proteina. Apds a entrada, a proteina associa a Hsc73 lisossomal
{ly-Hsc73; proteina de chogue térmico cognata intralisossomal), que apresenta a
proteina as endonucleases, sendo desta forma degradada.

Hsep70, a forma induzida da familia, € expressa no citoplasma, nicleo e
nucléolos de células eucaridticas apenas em condicOes de estresse celular (Brown et
ai., 1983). Hsp70 apresenta grande homologia estrutural com Hse73,
aproximadamente 90% da seqiiéncia de aminoacidos sdo idénticas, e ambas séo
purificadas em associagdo (Welch and Feramisco, 1985). Grp75 € uma proteina
regulada por glicose, estando associada a matriz de mitocdndrias e cloroplastos
{(Mizzen et al., 1989).

CGrp78 localiza exclusivamente no 1dmen do RE de células secretoras (Munro
and Pelham, 1988). A expressdo desta proleina @ aumentada em condigbes de
privacéo de glicose, acdo de inibidores de glicosilacdo e na presenga de calcio
ionofore. Grp78 como outras proteinas residentes do RE, participa do processo de
estruturacdo de proteinas recem-formadas (Meinick et al, 1892). Qutra importante
funcdo de Grp78 é na identificacdo, retencéo e degradacédo de proteinas mutantes.
Cadeias nascentes de proteinas usualmente adquirern a conformacéo estrutural no
RE, sendo assim secretadas, enguanto que proteinas mutantes ou com estrutura
incorreta $40 bloqueadas neste ponto da sintese. Chessler and Byers (1993)
estudando 20 diferentes casos de osteogénese imperfeita, uma doenga causada pela
mutacde no gene da cadeia o1 do colageno tipo 1, encontrou que trés apresentavam
niveis elevados de Grp78. Nos trés casos, a mulagdo resultava em cadeias at
incapazes de associarem entre si & com a cadeia o2, portanto incapazes de serem
sintetizadas. Hsp47 também € encontrada em niveis elevados, quando comparada
com celulas normais, em fibroblastos de pacientes com osteogénese imperfeita
(Kojima et al., 1997). Forsayeth et al. (1892) demonstraram a associagao de Grp78
na degradagdo de proteinas malformadas do receptor de acetiicolina. Grp78 como
outras proteinas residentes do RE apresenta na porgdo C-erminal o sinal de
retenc@o KDEL (Pelhan, 1989). Apesar da presenca deste sinal, foi demonstrado que
Grp78 pode ser exportada do RE (Takemoto et al,, 1992).

Mos Ultimos anos, indmeros estudos téem providenciado fortes evidéncias da
existéncia de um sistema proteclitico associado ao RE, que funciona independente ¢
com a mesma qualidade do sistema lisossomai, onde Grp78 é€ o principal componente
{Klausner and Sitia, 189980; Davis and Mechan, 19896). Apesar de ainda nao bem
caracterizado, este sistema parece ser responsavel pela degradac@o de proteinas
desnaturadas e malformadas t&0 bem guanto do excesso de subunidades de
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proteinas oligoméricas (Klausner et al., 1990). Em adig@o a estas condigbes descritas
acima, proteinas normais parecem também ser degradadas no RE, indicando que
este sisterna pode ter um papel importante na regulacdo da sintese protéica (Dixon et
al., 1991). Gil et al. (1985) demonstraram que em condicdes de niveis elevados de
colesterol, HMG-coa redutase, uma enzima relacionada com a biossintese de
colesterol, é rapidamente degradada; e em niveis reduzidos de colesterol, 0s niveis
de HMG-coa s3do aumentados. Estes autores demonstraram que este feedback
positivo & controlado pela expressdo de Grp78.

O melhor exemplo para demonstrar a existéncia deste sisiema proteolitico
associado ao RE é providenciado pelo receptor de antigenos de células T (Lippincott-
Schwantz et al.; 1988). O recepior de antigeno madure € encontrado na superficie
celular de células T & € composto por sete subunidades transmembranicas.
Complexos parciais ou subunidades isoladas ndo s&o expressos na superficie
celular, e em geral, s80 degradados por Grp78 no RE de células T, to bem gquanto
em fibroblastos transfectados com 0s genes das subunidades do receptor (Klausner
and Sitia, 1990). Na verdade, os eventos do sistema proteolitico associado ac RE
apresentam até o momento mais questdes que respostas. Faltam- informacdes sobre
08 mecanismos utilizados para o reconhecimento, retencdo, degradacio e escolha
desta via de degradacao.

4.2.5. Hspda7

Hsp47, tambem denominada coligina, foi primeiramente descrita por Kurkinen
et al. (1984) como uma glicoproteina citoplasmatica capaz de ligar a gelatina.
Posteriormente, foi demonstrado que Hsp47 ndo & secretada no meio de cultura e
esta associada ao RE (S8aga et al., 1887), além de ser caracterizada por associar
especificamente e exciusivamente com cadeias nascentes de colageno tipos |, H, il
iV e V (Sauk et al., 1994; Satoh et al., 1996). Em condicbes fisiolégicas sugere que
esta proteina seja responsavel pelo processamento © maturagdo de moléculas de
colageno, prevenindo a formacao e secrecio de proteinas mutantes ou malformadas
{Nagata et al., 1996).

A expressao de Hsp47 foi detectada exclusivamente em células produtoras de
colageno. Por exempilo, foi detectada imunohistoguimicamente em fibroblastos e
céiulas musculares lisas mas nao em hepatdcitos (Saga et al.,, 1987). £m culturas
celulares, linhagens. de fibroblastos BALB/3T3 expressam Hsp47, enquanto outras
linhagens como celulas neuronais (PC12) e células leucémicas (M1) ndo apresentam
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esta proteina (Nakai et al, 1992). A clonagem e o seqlenciamento de Hspd47 em
humanos, camundongos e galinhas demonstraram uma seqiéncia sinal na porgéo N-
terminal & um sinal de retenc&o nc RE, RDEL (Arg-Asp-Glu-Leu), na porcdo C-
terminal. A presenca destes sinais confirmam que Hsp47 € uma proteina residente do
RE {Takechi et al., 1982). Contudo, recentemente foi demonstrado que, em condigbes
de estresse celular como redugdo do pH, Hsp47 € expressa em associacdo com o
receptor para a seqiéncia KDEL na superficie celular (Sauk et al, 1998). Uma
possivel fungdo para esta expressao € ainda desconhecida.

A clonagem, seqilenciamento e descricdo estrutural do gene humano que
codifica a proteina Hsp47, denominado CBP2, foi recentemente reportada por
lkegawa e Nakamura, 1997, Anteriormente, apenas em camundongos e galinhas o
gene tinha sido clonado (Hosokawa et al, 1993). Como observado para outras HSPs,
o gene das trés diferentes espécies mostraram grande homwologia. O gene CBP2
clonado por lkegawa e Nakamura {(1987) tem aproximadamente 11 Kpb consistindo
de 5 exons (I-V) separados por introns de A a D. O tamanho dos exons $do 53 (exon
13, 656 (exon 1), 99 (exon 1ll), 234 (exon IV) e 1005 (exon V) bp. Os introns
apresentam aproximadamente 4,0; 2,0, 0,1 e 2,5 Kbp de A a D, respectivamente. O
promotor € formado por uma regido TATAbox posicionada -45 pb, quatro regifes de
ligacdo Sp-1 e um sitio de ligagcdo Ap-1, mas regides CAAT box ndo foram
encontradas. A regiao promotora tambem apresenta uma complexa seqiéncia de
elementos de choque térmico (trés repeticbes de nGAAR ou nTTCn) entre as regites
<78 e -91 bp da regido franqueadora. O promotor do gene Hspd7 nZo mostrou
nenhuma homologia com gualquer regido promotora de vertebrados até o momento
descrita. CBPZ foi mapeado para o cromossomo 11g13.5 (lkegawa et al; 1985).

As interacOes de Hsp47 com molécuias de cojageno foram amplamente
examinadas in vilro e in vivo. As constantes de dissociac@o e as relagbes de
associacao foram determinadas utilizando colageno dos tipos |-V e recombinantes de
Hspd7 de camundongos {Natsume et al., 1894). As constantes de dissociacéo de
Hsp47 com coldgenos tipos |-V variam entre 10-6-1 0-7 M, o qual é relativamente alta
para interacBes entre moléculas. Possiveimente esta baixa afinidade a pré-colageno
seia necessaria para uma rapida associagdo e dissociacdo durante os processos de
formacéo e transporte da molecula para o complexo de Golgi. Por outro lado, a
relacdo de associacdo ¢ alta (Ka ~2x104 M-1S-1). Andlises in vivo através de
técnicas de imunoprecipitacdo utilizando anticorpos anti-Hsp47 e anti-colagenos, e
de técnicas de cinélica de associagdo demonsiraram que Hspd47 liga de forma
transiente a cadeias nascentes de colageno (Sauk et al., 1994). Outras chaperones
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como Grp78, GrpS4 e PDi também coprecipitam e colocalizam com Hspd7 e
colageno, mostrando estarem associadas a este complexc (Ferreira et al., 1994).
Esta associacéo também foi confirmada por ensaios de imunofluorescéncia e
microscopia eletrdnica (Saga et al., 1987; Nakai et al., 1990). Fibronecting fol também
demonsirada associar com Hsp47. Contudo, Hspd7 n&o associa, in vifro, com
fibronectina plasmatica (Nakai et al., 1989; 1992). Uma possivel explicagdo para esta
associacado, & uma associacaoe indireta de fibronectina com Hsp47 via moleculas de
colageno.

O colageno tipo | & formado por duas cadeias o1(l) e uma cadeia o2(1), 0 gqual
apresenta irés distintos dominios: regiado N-terminal, dominio central composto por
repetices Gly-X-Y e porgdo C-terminal. Recentes estudos sugeriram que Hsp47
interage especificamente e exclusivamente com ¢ dominio giobular da por¢do N-
terminal das cadeias a1{l), mas ndo interage com cadeias o2{l} (Sauk et al., 1990a;
1990b; Hu &t al,, 1985). A ligacdo Hsp4d7-pro-colageno é resistente a presenga de
solugdo aquosa de 2 M NaCl, mas é completamente quebrada in vitro quando ¢ pH
do tamp@o e alterado para niveis inferiores a 6.3 (Saga et al., 1987). Esta
acidificac@o provaveimente seja o mecanismo de dissociacdo de Hspd7 e moléculas
de pro-colagenc em condicdes de homeostasia, importante para o transporie da
molécula para ¢ aparelho de Golgi. Segundo Satoh et al. (1896), Hsp47 liga as
cadeias nascentes de pro-colageno t8o rapido quanto inicia o processamento Nnos
ribossomos, € esta associacdo permanece atravessando a membrana do RE e
atingindo o complexo de Golgi. Se o fransporte de proteinas do RE para o apareitho
dissocia de Hsp4/ e ambos permanecem nos compartimentos ¢is do apareiho de
Golgi, como revelado por microscopia confocal. Por outro lado, quando as células
sao tratadas com monensina ou bafiromicina A1 (0 qual blogueiam a secregdo de
proteinas na por¢do pos-cis e pos-trans do aparetho de Golgi, respectivamente), o
acumuic de pro-colageno € observado em compartimentos distinfos ao de Hspd7
(Satoh et al., 1998). Estes resultados demansiraram que a dissociagdo Hspd7-pro-
colageno provavelimente ocorre nos compartimentos ¢is do aparelho de Golgi. Shroff
et al. (1993) demonstraram a presenca cle Hsp47 nos compartimentos intermediarios
entre o RE e o complexc de Golgi. E proposto que apds a dissociagdo da molécula
de tropocolageno via provavelmente acidificacéo do pH, Hsp47 recicla para o RE por
um processo envolvendo a seqléncia KDEL e receplores erd2P (Nagata, 1996).

Existem véarios estudos na literatura demonstrando que a expresséo de Hsp47
e regulada pela producdo de colageno. Tabela 3 mosira as principais céluias
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produtoras de Hsp47 e a relacdo de expressdo com colageno. A sintese de colageno
tipo 1, o principal coldgeno secretado por fibroblastos, diminui apds transformacso
maligna destas células. Quando fibroblastos de galinha s3o induzidos a
transformacao pelo virus do sarcoma de Rous (RSV; Nagata and Yamada, 1986) ou
fibroblastos BALB/3T3 s&o transformados pelo virus simian 40 (SV40), Nakai st al,
1980}, a expressdo de Hsepd7 por estas células também diminui. Por outro lado, os
niveis de Hsp47 sdo significantemente induzidos durante a diferenciac@o de células
F8 {Takechi et al. 1982; Ferreira et al. 1996). Células primitivas F® s&o induzidas a
diferenciar em células viscerais na presenca de acido retindico ou pela combinacéo
de acido retindico e dibutiridil AMPciclico. Quando diferenciadas, estas células sdo
capazes de produzir grandes quantidades de colageno tipo IV (Strickland et al. 1978).
irteressantemente, células indiferenciadas mostraram pouca expresséo de Hsp47/,
mas quando diferenciadas, a producao de Hsp47 foi significantemente aumentada.
Clarke et al. (1993) e Yamamura et al. (1998) demonstraram a inducéo de Hsp47
como conseqUéncia do aumento na expressdo de colageno apds tratamento de
linhagens celulares de miobiastos e osteoblastos com TGH-$. Recentes publicagbes
demonstraram a expressdo aumentada de Hspd4/7 em paralelo a progresséo de
doencas fibrticas. Massuda et al. (1994) demonstraram em condigbes
patofisioldgicas, indugao de fibrose hepatica pela administrac@o oral de tetracloreto
de carbono, altos niveis celulares de Hspd7 mRNA, enguante que em condigbes
normais Hsp47 ndo foi expresa. Razzague et al. (1998a) demonstraram aumenio na
expressdo de Hsp47 durante a fibrose pulmonar de ratos induzidos por bieomicina.
Adicionalmente, esies autores também demonsiraram, através de ensaios
imunohistoguimicos, a colocalizacBo de Hsp4d7 e colageno tipo 1. A expresséo de
Hep47 foi observada ser estimulada em diversos modelos experimentais de indugao
de fibrose renal (Razzaque and Taguehi, 1997; Cheng et al., 1988; Sunamoto et al.,
1998a; Moriyama et al., 1998, Razzaque et al., 1998b; Razzaque et al., 1888c). O
aumento na expressao de Hsp47 em culturas primarias de fibroblastos provenientes
de pacientes com esclerose sistémica de pele, € acompanha por um aumenio nos
niveis de express@o de coldgeno (Kuroda et al, 1998). Estes autores tambem
descreveram que as adicbes ao meio de cultura de TGF-g1 & IL-4 aumentam a
expressac de Hspd7. A co-expressdo de Hsp47 e colageno foi demonstrada durante
o desenvolvimento de molares de rato, onde odontoblastos e células do foliculo
dental produzem grandes guantidades de colageno {Shroff et al., 1994a; 1994b) e em
varios tecidos embrionarios de galinha (Miyaishi et al., 1992). As alteragbes na
expressfo de Hspd7 relatadas nestes varios estudos sdo consistentes com as
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mudangas nos niveis de produgéo de molecuias de colageno, possibilitando conciuir
que a expressdo.de Hspd7 ¢ diretamente regulada por colageno.

A excecBo a esta regra ocorre guando Hspd7 € induzida por estimulos
térmicos ou outras formas de estresse celular. Apds condicbes de estresse, os niveis
de Hspd7 sao rapidamente elevados, enquanio 0s de colageno permanecem
malterados. Isto sugere que nestas condigbes, a inducdo de Hspd7 ocorre via
sistema elemento-fator de choque térmico, coniudo outras vias de indugdo ndo
podem ser excluidas. Um candidato para tal regulacio & a familia de fatores de
transcricdo GATA, o qual foi relatada ser funcional durante a diferenciacéo de células
FQ (Wang, 1994). O gene de Hspd47 na regio promotora apresenta um sitio de
ligacdo para estes fatores (Bielinska and Wilson, 1995).

Qutro interessante aspecto na expressiéo de Hsp47 & o splicing alternativo.
cDNAs isolados de clones de células F9 antes e apés a diferenciacao, denominados
MH47h e MH47c, e MH47a clonado de uma biblicteca de cDNAs de fibroblastos
estimulados por choque térmicos, sdo idénticos exceto por uma regido néo transcrita
na porgdo &5 de MH47a. Em condicdes fisioldgicas, MH47b é o franscrito mais
abundante e MH47c & apenas detectado em pequenas condi¢bes, enquanio que
MH47a nao & detectado. Contudo, em condigfes de estimulos {érmicos, MH47a
apresenta niveis t&o slevados gquanto os de MH47h. MH47a tambeém é induzido por
putras formas de estresse celular (Wang and Gudas, 1990; Takechi et al., 1994).
Estes resultados sugerem que a expressdo de Hspd7 pode ser regulada a niveis
franscricionais, @ nao apenas a niveis traducionais como descrito anteriormente.

As fungdes de Hsp4d7 em condigdes de estresse celular ainda ndo s8¢ bem
conhecidas. Alguns autores especulam que em condigfes de estresse celular, Hspd/
poderia apresentar duas fungdes principais: (i) ligar a moléculas de colageno
prevenindo a desnaturacéo e degradacio efou (i) auxiliar Grp78 no sistema de
digestdo do RE, degradando moléculas de colageno desnaturada. Quando células
em cultura s&o induzidas ao estresse com o, o' -dipiridil, um quelante de ions e inibidor
das enzimas prolil e lisil-hidroxilase, moléculas de pro-colageno néo formam iripla
hélices estaveis & n3o sao secretadas, Nakai et al. (1992) {frataram culturas celulares
de fibroblastos com o, o -dipiridil por diversos periodos de tempo e demonstraram um
aumento na sintese de Hsp47 em resposta ao acumulo intracelular de pré-colageno
malformado. Adicionaimente, enconiraram elevados niveis de expressdo de Grp78,
possivelimente atuando em associacdo com Hspd7 na degradacdo destas proteinas.
Kudo et al. (1994) demonsiraram niveis aumentados de Hsp47 em fibrobiastos
estimulados por chogues térmicos. Jain et al (1894) encontraram resultados
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semethantes ao de Kudo et al, sugerindo que a expressdo alterada de Hsp47
preveniria a degradacao de pro-colageno no RE. Varios estudos utilizando diferentes
formas de alteragao na composicao do colageno, como por exemplo substancias
quimicas, hipertermia e terapia fotodinamica, também sugeriram a participagéo de
Hspd7 na preservagdo de molécuias intactas e na degradagdo de moléculas
desnaturadas (Verrico and Moore, 1997).

Hspd7 apresenta caracteristicas distintas de outras proteinas chaperones
come a ndo afinidade a moléculas de ATP, dissociac8o das moléculas de colageno
na presenca de solucbes acidas, ponto iscelélrico incomum (pi=9,0) e ligacéo a
gelatina (Kurkinen et al., 1984; Nakal et al., 1989). Outra caracteristica importante
que destingue Hspd7 de outras proteinas chaperones, é a especificidade a um
substrato. Enquanto Hspd7 liga especificamente a moléculas de colageno, outras
chaperones ndo apresentam qualquer afinidade a um substrato. Além de ser uma
proteina altamente glicosilada, onde a porgéo oligossacaridica constitui cerca de 10 a
15% de seu peso molecular. Hsp47 possui uma das mais ricas estruturas
polissacaridicas, rica em unidades de manose, enconirada dentre as proteinas de
choque térmico ja estudadas (Hughes et al., 1987).

Hspd7 foi a primeira proteina residente no RE descrita com funcdo de nibidor
de serina proteases (Clarke et al., 1993). A familia de inibidores de serina proteases
& composta por no minimo 40 membros. Hsp47 apresenta alta similaridade estrutural
com dois membros desta familia, inibidor de at-protease e inibidor do falor de
ativacdo de plasminogénio, similaridade de 27,2% e 26,1% respectivamente (Takechi
et al., 1982). Recentemente, outras duas proteinas similares a Hsp47 foram descritas.
A primeira, isolada a partir de uma biblioteca de cDNA de células FO (Wang and
Gudas, 1990). A outra glicoproteina, gp46, foi isolada de mioblastos de ratos (Clarke
et al., 1991). Estas trés proteinas, incluindo Hsp47, s@o consideradas ser a mesma
proteina,

Em células normais, Hspd7 esta localizada exclusivamente no RE onde esta
associada a maturacdo e transporte de pro-colageno. Contudo, foi recentemente
demonstrado que HMspd7 €& expressa na superficie celuar de tumores bem
diferenciados (Morino et al., 1997). Recentemente nés demonstramos que Hsp47 e
ancorada na superficie celular de linhagens celulares provenientes de carcinomas
gspinocelulares de boca em associago com CD8 (Hebert et al, 1989) Este
complexe modula a motilidade e invasdo celular, possivelmente agindc como um
receptor de colageno. O exato mecanismo para tal expresséo de Hsp47 na superficie
celular de células malignas € ainda incerto, mas propicia boas perspectivas para um
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novo protocolo na terapia deste tipo de neoplasia, visto que a expressdo de Hspd7 na
superficie celular € encontrada exclusivamente em células malignas.
Tabela 3. Correlag@c entre expressdo de Hspd7 e coldgeno em diferentes tipos

celuiares.
Colageno (tipo)
Célula/Tecido Linhagem celuiar Hsp47 ] It 1l 1%
Fibrobiasto « CEF e e
« CEF transformado + +
por RSV
BALB/3T3 + +4+
3T3 transformado + +
por SV40
NIH3T3 ++ ++
373 transformado + +
por c-Ha-Ras
. 3T6 e +4+
Adipocito 3T3-L1 4 bt +
3T3-L1 diferenciada ++ . +
Céiulas « M1 - - - - .
leucémicas
Neurdnio s PC12 - - - - -
Carcinomas « 2 * +
embrionarios e« F9 diferenciada T b
Figado Hepatdcito - - - - -
Celulas de Ho e S
Fibrobiastos durante +++ 4+ g
citrose hepatica
Osso » Osteoblastos 4+ +++
Cartilagem « Condroblastos - .
Dente « Odontoblastos Gt o+

Legenda. +: producdo discreta, +: producdo pequena, ++: produg:éd rriod_erada & +++;
grande producéo. Modificado do manuscrito Nagata, 1996

4.3. Colageno



29

Colageno é o protétipo de uma familia de proteinas fibrosas encontrado em
todos os animais multicelulares (Alberts et al., 1984). As moléculas de colageno s&o
secretadas principalmente por células presentes no tecido conjuntivo, e em
mamiferos representam a mais abundante proteina estrutural (cerca de 25% do total
de proteinas do organismo) (Bugeson, 1988). Vinte tipos distintos de moléculas de
colégeno jé@ foram descritos. As moleculas dos diferentes tipos de colageno séo
formadas por combinagdes de vinte e cinco diferentes tipos de cadeias a, cada qual
codificada por um gene distinto. A familia colageno pode ser dividida grosseiramente
em 2 grupos; moléculas fibrilares & nao-fibrilares. No primeiro grupc encontram os
cotagenos tipos | I, I, V e XI. As moléculas mais estudadas sfo os colagenos
fibrilares do tipo |, I e lil, e o colageno tipo IV, o principal componente da membrana
basal (Timpl, 1889).

O colagenoe tipo | € 0 mais abundante tipo encontrado no tecide conjuntivo
(Flug and Koépf-Maier, 1995). Este tipo & produzido principalmente por células
produtoras de malriz organica como fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos ¢
condroblastos. A molécula de colageno tipo | é um heterotrimero formada por duas
cadeias al{l) e uma cadeia «2(l) dispostas em forma de fripla hélice com
aproximadamente 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro (Martin et al., 1885),
{ada cadeia a do colageno tipo | apresenta um massa molecular de 140 kDa e uma
composicdo quimica muito peculiar, sendo extremamente ricas no aminoc-acido
glicina, encontrado na proporgdo de aproximadamente 30% do total de aminoacidos
da molécula. Além da alta concentracéo de glicina, as cadeias a apresentam em sua
composicao hidroxiprolina e hidroxilising, que s&o raramente encontrados em oulras
proteinas. Esta composicéo € caracterizada pela repeticio da formula trimérica Pro-
X-Gly, sendo a presenca da prolina e glicina fundamentais para a estabilizacao da a-
hélice. A hidroxilacéo dos residuos de lisina e a posterior glicosilacio do amino-acido
s&o importantes para a polimerizacio das cadeias o e a formagéo da tripla hélice
{Blumenkrantz et al., 1984). As cadeias do colégeno tipe | s&o secretadas no meio
extracelular na forma de pré-colageno, contendo polipeptideos N e C-terminais que
sio removidos por enzimas especificas. Apos clivagem enzimatica, ocorre a
polimerizacdc das moléculas de tropocolageno formando fibrilas. Homotrimeros,
molécuias formadas por trés cadeias ofi(}), sdo observados em processos
inflamatérios, tecidos embrionarios, ecidos de reparacéo, fibroses, queldides e em
tecidos neoplasicos {Wright and Leblond, 1989). Por outro lado, homotrimeros
formados por frés cadeias o2(1) nunca foram detectados. O controle da quantidade
de colageno presente em um tecido € dependente basicamente de dois eventos:
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regulacdo transcricional, traducional e inicio da sintese das cadeias polipeptidicas e
regulacao do equilibrio dinamico entre sintese-degradacéo (Birkerdal-Hansen, 1993).

A secrecdo do colageno tipo | e ¢ transporte atraves das organelas celulares
até a membrana celular segue a mesma via de outras proteinas. O processamento,
maturacdo e secrec@o dos heterotrimercs de coldgenc no RE envolve uma série de
sventos caracterizados pela interagdo de cadeias nascente com proteinas
chaperones.

4.4. METALOPROTEINASE DE MATRIZ

interacdes entre células e MEC sfo cruciais para o normal desenvolvimento e
fungd@o do organismo. A modulacao destas interacBes, em parte, & regulada através
da acdo de um sistema proteolitico responsavel pela hidrélise dos componentes da
MEC. Por controlar a integridade e composicdo da MEC, este sistema enzimatico
participa de muitos fendmenos importantes como proliferagdo, diferenciag@o e morte
celular. A relacdo sintese-degradacéo de MEC deve ser um mecanismo altamente
controlado, visto que protedlise descontrolada pode contribuir para anormalidades do
desenvolvimenic & para geracéo de muitas condicbes patologicas caracterizadas ou
por uma excessiva degradacdo ou por falta de degradacdo  dos componentes.
Membro das familias das MMPs e dos ativadores de plasminogénio s&o os principais
reguladores da degradacéo da MEC (Bikerdal-Hansen, 1993}

MMPs compreendem uma familia de enzimas que reguiam a composicdo da
MEC. As MMPs sdo endopeptidases conhecidas pela abilidade de degradar diversos
constituintes da MEC, t&c bem gquanto cutras proteinas {Johnson et ai., 1988). A
familia MMP esta presente em plantas, invertebrados € vertebrados e é formada por,
pelc menos, sessenta e seis membros que exibem similaridades estruturais e
funcionais {Nassova et al., 1998). Apesar da grande similaridade estrutural e
funcional, todos os membros deste grupo sao codificados por genes distinios. As
MMPs desempenham papel importanie em varios. processos fisioldgicos €
patoldgicos, como na involugdo pés-parts (Weeks et al., 1978), na reabsorcao ossea
(Shapiro et al, 1993; Okada et al, 1995), na inflamacdo alravés da migracdo
leucocitaria (Knauper et al., 1983), na osteoartrite (Woessner, 1994, Vijaykumar et
al., 19958), na doenca periodontal (Biekedal-Hansen, 1893), no crescimento e
expansao de tumores benignos (Autio-Hermainen st al, 1993) e na invaséo e
metastase (Declerck et al., 1992).
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Todas as MMPs sdo secretadas na forma de um zimbgeno ou como um
complexo enzima-inibidor, sendo que sua ativagdo se da em duas etapas.
inicialmente ¢ zimogeno sofre clivagem proteoclitica que resulta na remogdo da
- porg@o N-terminal, A clivagem pode ser feita por varias enzimas proteoliticas como a
tripsina, plasmina, catepsina B e elastase. Numa segunda etapa, a enzima sofre
autodigestao que resulta na sua forma ativada (Van Wart and Birkedai-Hansen,
1280). Acredita que a ativagdo & causada pela ruptura da ponte existente entre o
amino-acido cisteina e o ion zinco, o qual blogueia ¢ sitic ativo da molécula. Qutra
caracteristica comum entre as MMPs é a dependéncia do jon zinco e do ion célcio. A
interagéio do ion zinco com dois residuos de histidina presentes no dominio catalitico
da molécula tem importancia crucial para o funcionamento adequado das MMPs. Os
dois atomos de calcio conferem estabilidade para a estrutura tercidria da proteina
{Dioszegi et al., 1995).

Em humanos s&o encontrados dezessete membros da familia MMP, o qual
inchiem as recentes descobertas da enamelisina humana e da enzima codificada
pelo gene MMP-20 em individuos portadores da febre familial do Mediterranec {Llano
at al,, 1997; Bernot et al., 1997). As principais MMFs em humanos $a0 pertencentes
as subclasses das colagenases intersticiais, gelatinases e estromelisinas. Tém
dividido as MMPs em subclasses baseandc na especificidade ao substrato. Apesar
de usada em muitos trabalhos, muitos autores tém contestado essa ciassificagfo,
pois embora satisfatoria para o grupo das colagenases, todas elas apresentando
especificidades ao colageno tipo |, Il e Il, é insatisfatdria ao grupo das gelatinases,
também chamadas de colagenases tipo V. Isto se deve ao fato de que as
estromelisinas também digerem colageno tipo IV. Recentemente um quarto grupo de
MMPs foi descrito, as metaloproteinases de matriz de membrana celular (MT-MMP),
Este grupo ¢ formado por trés enzimas que estdo associadas com a ativacdo das
gelatinases (Sato et al,, 1994; Takino et al., 1995, Will and Hinzmann, 1995).

Dentre ¢ grupo das MMPs, as colagenases intersliciais s&0 as mais
especificas. Foram as primeiras a serem descritas em 1862 e, durante as Uitimas
décadas, tém sido objeto de muitos estudos que versam desde sua expressdo e
distribuic8o, estrutura quimica e molecular, até participac&o em processos normais e
patoldgicos. Estas enzimas sao as unicas com capacidade de clivar as triplas hélices
dos colagenos fipo i, It & I em condicbes fisioldgicas, tornando estas moleculas
suscepiifveis a acdo de outras enzimas (Souza et al, 1993). Existem irés tipos de
colagenases intersticials que, apesar de exibirem grande semelhanca estrutural e de
gspecificidade, s&o codificadas por genes distintos. A do primeiro tipo, que exibe uma
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distribuicdo ambigua, €& sintetizada por fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, macrofagos, osteoblastos, condrdcitos e osteoclastos (Bikedal-Hansen,
1993). Quando analisada em eletroforese de gel de poliacrilamida, a colagenase de
fibroblastos (MMP-1) aparece como varias bandas com massa molecular vanando
antre 57 ¢ 52 kDa. Esta vanagéo provavelmente se deve a protedlise parcial da
molécula. A do segundo tipo é produzida exclusivamente por. - leucteitos
polimorfonucleares e € designada de MMP-8. Apesar de possuir um nucleo protéico
muitc semethante a MMP-1, a alta taxa de glicosilac8o faz com que essa molécula
possua uma massa molecular de 75 kDa. Ao contrario da MMP-1, que € rapidamente
secretada apos a sua sintese, a MMP-3 € armazenada em granulos intracelulares
que s6 s&o liberados apos a alivacio das células (Hibbs and Bainton, 1989). A
terceira enzima do grupo das colagenases intersticiais, MMP-13, foi demonstrada ser
produzida pelas mesmas ceélulas que produzem MMP-1, e apresenta atividade
degradatoria exclusivamente sobre colagenos fibrilares (Freije et al., 1984), Existem
também as colagenases bacterianas que, clivam as cadeias a do colageno nos
inimeros sitios. ricos no amino-acido glicina. Estas séo importantes ferramentas
laboratoriais devido a sua grande afinidade e especificidade a fripla hélice da
molécula do colageno.

As gelatinases sdo enzimas capazes de clivar a regido helicoidal do colageno
tipo IV (Murphy et al., 19809). Estas enzimas s&o capazes de degradar colageno tipo V
e Vi, slastina e gelatina (colageno desnaturado). A gelatinase de 72 kDa (MMP-2)
parece ser capaz de clivar também o coldgeno tipo X (Welgus et al., 1990), porém
nac é ativa sobre os colagenos fibrilares, lamininas e proteoglicanes. Contudo, esta
enzima foi demonstrada degradar colageno tipo | nativo em condi¢bes especificas
{Aimes and Quigley, 1885). A especificidade destas enzimas sobre ¢ colageno tipo IV
parece indicar que elas participam da remodelacio e degradacio da membrana
basal. E também possivel que a atividade gelatinolitica destas enzimas esteja
relacionada com a remogao de fragmentos de colageno desnaturado que sofreram
acao de outras MMPs (Reponen et al,| 1992; 1994).

A MMP-2 & talvez a MMP mais abundante, sendo secretada por fibroblastos,
gueratinocitos, células endoteliais, macréfagos, osteoblastos e condrdeitos, estando
tambem presente no plasma sanglineo (Birkedal-Hansen, 1993). A gelatinase de 92
kDa (MMP-8) & produzida por neutrdfilos polimorfonucleares, queratindeitos e
macrofagos, e, ocasionaimente, por fibroblastos. Estudos por hibridizacéo in situ tém
demonstrado gue a MMP-9 & fortemente expressa nos tecidos embrionarios de ratos
(Reponen et al., 1994), '
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O terceiro grupo de MMPs é formado pelas estromelisinas. As estromelisinas
dos tipes 1 e 2 (MMP-3 e MMP-10, respectivamente) s@o capazes de digerir varias
proteinas da MEC como a laminina, fibronecting, proteoglicano (nucleo protéico),
coldgeno tipo IV, V, VI, e X, colagenc desnaturado {gelatina) e caseina (Chin et al.,
1985). A MMP-3 €& expressa por varias células do estroma conjuntivo quando
induzidas por fatores do crescimento e citocinas (IL-1, EGF, TNF-a e PDGF) (Kerr et
al.,, 1988, MacNaul et al, 1990), e, quando analisada em gel de poliacrilamida,
apresenta um peso molecular entre 80 e 53 KDa. Esta enzima parece nao ser
expressa por leucdeitos ou queratincitos. A MMP-10 € expressa em menor
muantidade e, aparentemente, pelas mesmas céiulas que expressam MMP-3.
Apresenta uma massa molecular semethante a MMP-3, porém esta enzima parece
nac responder a inducdo por fatores de crescimento (Birkedal-Hansen, 1993).

A atividade proteolitica das MMPs é regulada em muitos niveis, o qual incluem
franscricdo, secregdo, ativagéo e inibicéo. Este Gltimo é realizado a nivel extraceiular
através da acéo de uma familia de inibidores especificos chamados TIMP. Quatro
membros da familia TIMP, TIMP-1 a TiMP-4, ja foram caracterizados (Borden and
Heller, 1997, Gomis-Ruth et al., 1987). Estes inibidores estdo distribuidos pelos
tecidos e fluidos corporais e s8o secretados por diversos tipos celulares, incluindo
fibroblastos, neutrdfilos, células endotelials, condrocitos e celulas neoplasicas.

Q mecanismo de acéo da familia TIMP e compiexo, ¢ envolve numerosos
pontos de interacio com as MMPs. Porém, o evento principal parece ser resultado da
ligacBo ac dominio catalitico N-terminal do sitio ativo da molécula (Murphy et al,,
1994). No caso das gelatinases, recentes estudos demostraram que TIMPs ligam a
forma de zimégeno da enzima (Fridman et al., 1993). Esta interagdo proporciona um
nivel extra de regulacdo. TiIMP-2 forma um complexo trimolecular na superficie
solular com MT1-MMP e pro-MMP-2, o qual é responsavel pela regulacdo dos nivels
da enzima ativa (Butler et al., 1998). TIMP-1 parece ser mais efetivo na regulagéo
das colagenases, enquanto que TIMP-2 é mais efelivo com o grupo das gelatinases
{Howard et al., 1881).

4.5. CITOCINAS

Muitos eventos bioldgicos sdo regulados por interagbes celulares, que podem
ser caracterizados em dois tipos: interacbes adesivas, 1st0 &, entre membranas
celulares; e inferacbes mediadas por substancias bioldgicas, tal como, citocinas
{Albert ef al., 1994). Citocinas sfo proteinas solluveis de pequena massa molecular
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produzida por diferentes tipos celulares que, apresentam a fungéo de alterar ©
compertamento ou as propriedades celulares a nivel local ou sistémico (Abbas et al,,
1997). Incluem proteinas do grupo das cifocinas: as interleucinas, os interferons, os
fatores de crescimento, os fatores citéxicos, os fatores inibidores ou ativadores e 0s
fatores estimulantes de colbnias. As citocinas apresentam importantes fungbes em
inimeros processos biologicos tal como proliferacio, diferenciag@o, regeneracso,
inflamacéo e na resposta imunoidgica celular € humoral.

Como via de regra, a sintese das citocinas € induzida, embora tenha sido
descrito que alguns fatores sZo produzidos de forma constitutiva. Apds ativacao, as
células s&o capazes de produzir diferentes tipos de citocinas ac mesmo tempo.
Muitas destas células também expressam recepiores especificos de forma
constitutiva ou induzida. As citocinas foram classificadas com base na sua origem e
funcao, embora seja conhecido que muitas sdo geralmente moiéculas multifuncionais
& 880 produzidas por diversos tipos celulares.

Citocinas foram originaimente identificadas e descritas em processos
imunoldgicos e inflamatorios, e a grande maioria das publicacBes nesta area enfocam
a participagao destas proteinas nesies processos. Recentemente tem sido
demonstrado que estas proteinas apresentam funcbes importantes em condictes de
homeostasia celular e que, desregulada expresséo e produgdo pode estar
relacionada com a etiologia de doencas. A revisdo aqui apresentada sumariza as
principais fungdes e enfoca a participacZo destas moléculas em processos fibréticos.
Tabela 4 descreve as principais citocinas relacionadas com a estimulacdo da
proliferacéo celular e sintese de MEC.

4.5.1. Fator de Crescimento Transformante-8 (TGF-$1)

TGF-B foi originalmente purificada da placenta humana, plaguetas e rim bovino
(Hefti et al., 1993). A denominacdo TGF € devido a abilidade deste fator permitir que
células normais crescam em soft agar, uma caracteristica exclusiva de céiulas
malignas (células transformadas), e por causar transformacfes fenotipicas em
fibroblastos (Roberts et al., 1981; Tucker et al., 1983). TGF-B € uma familia de
moléculas formada por, pelo menos, cinco membros 08 quais sao codificados por
genes distintos e designados de TGF-B1 a TGF-f5. Estas moléculas s&o produzidas
praticamente por todos os tipos celulares até o momento estudados e, podem
produzir uma. grande variedade de fungdes celulares o gual sdo dependentes
principaimente da céluia alvo, entre outros fatores {Sporn et al., 1987). TGF- é um
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potente fator mitdtico para fibrobiastos, n&o apenas por induzir a células entrarem na
fase 8, mas também por incurtar a fase G4 do ciclo celular (Kim et al., 1998). Por
outro tado, inibe o crescimento celular de queratindcitos, células endoteliais, células
neuronais, linfocitos e hepatécitos, além de estimular a sintese de diversas proteinas
da MEC como colageno, fibronectina e proteoglicanos (Ignotz and Messague, 1986:
Raghow et al., 1987. Chen et al, 1987). TGF-3 também inibe a degradacio da MEC
por inibir a sintese de MMPs e estimular a sintese de TIMPs {Edwards et al., 1987;
Latho and Keski-Oja, 1989; Overall et al., 1989a). TGF-B estimula o crescimento de
vasos sangiineos, processo chamado angiogénese. TGF-1, 2 e 3 s&o as principais
isoformas produzidas por células humanas; TGF-§1 e TGF-f2 séo produzidas por
muitos fipos celulares, enguanto que TGF-B3 € principalmente expressa por células
de origem mesenguimal (Massague, 1990). Estas moléculas s&o secretadas como
homodimeros na forma latente e, devem ser ativados para desempenhar suas
funcbes biologicas.

A expressdo e producdo de TGF-f tém recentemente sido amplamente
analisada, in vivo e in vitro, em diversos modeios de fibrose decorrentes de processos
inflamatorios ou senis (Awad et al., 1998, Peters et al, 18998, Bitzer et al., 1998;
Sibalic et al., 1998). De forma geral, estes estudos demonstraram uma exacerbada
expressdo de TGF-f em associacéo com a progresséo da fibrose. A inducéo de TGF-
B pelo tratamento com ciciosporina parece ser o principal fator relacionado com os
efeitos colaterais da droga incluindo a hiperplasia gengival (Nicholson et al., 1898,
Hojo et al., 1999),

4.5.2. Interfeucina-1 {IL-1)

IL-1 & um polipeptideo com grande numero de atividades e fungbes na
resposta imunoltégica e inflamatéria e em condicbes de homeostasia celular (Tatakis,
1993: Havemose-Poulsen and Holmstrup, 1987). IL-1 é sintetizada por vérios tipos
cejulares incluindo macrofagos, monocitos, linfocitos, células endoteliais, células
nervosas, queratinécitos e fibroblastos. Existern duas principais isoformas de 1L1: iL-
1o & IL-18, o qual apresentam apenas 27% de homologia a nivel de aminoacidos,
mas apresentam fungdes bioldgicas similares. As duas isoformas ligam aos mesmos
receptores cejulares, que s80 encontrades em muitos tipos celulares. Enquanto IL-1a
parece estar principalmente associada com mecanismos de estimulagéo autéerinas,
IL-1f esta associada com mecanismos parécrinos {(Hazuda et al.,1988). A terceira
isoforma da familia IL-1, denominada iL-1ra (lL-1 antagonista ao receptor), foi
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demonstrada funcionar como um inibidor para as outras duas formas. IL-1ra liga ao
receptor celular mas como € biologicamente inativa, atua bloqueando a acdo das
outras IL-1 (Abbas et al., 1897). Por atuar competindo com a agdo de L-1, iL-1ra
pede ser importante ferramenta farmacoldgica para doengas causadas por uma
excessiva e desregulada produc@o de citocinas, como por exemplo na artrite
{Bresnihan et al., 1998). Recentemente um quarto membro desta familia foi descrito,
IL-1y, o qual divide com IL-12 a capacidade de estimular células NK a secretar
interferon-y (Fogler et al., 1998).

IL-1 @ conhecida por -estimular a proliferacdo de queratindcitos, fibroblastos e
células endoteliais e, estimular em fibroblasios a sintese de colageno, colagenase,
fibronectina e prostaglandinas (Okada and Murakami, 1898} -1 vem sendo
amplamenie estudada em tecidos periodontais onde funciona como componente
fundamental para a homeostasia tecidual. Contudo, quando produzida em elevados
niveis esta intimamente associada com a destruigdo tecidual e reabsorgdo 6ssea. Em
condicOes -de periodontite, 1L-1 parece ser a principal molécula responsavel pela
estimulagao de fibroblastos e macréfagos a produzirem elevados niveis de MMPs e
oufras enzimas degradatdrias (Mochan et al., 1988; Meikle et al., 1989, Alvares et al,,
1905).

4.5.3. interleucina-6 {iL-6)

IL-8 & secretada por linfocitos T e B, mondcitos, células endoteliais e
fibroblastos (Kishimoto, 1990), e € a principal mediadora da resposta inflamatoria e
imune, da injlria tecidual e da reabsorc@o dssea (Gemmell and Seymour, 1993,
Reinhardt et al., 1993; Suzuki et al., 1998). A principal fungédo de IL-6 é na indugdo da
transformacdo e maturacéo de plasmdicitos e na secregdo de imunogiobulinas.
Recentes publicagbes demonstraram que fibroblastos derivados de doencas
fibroticas como a esclerose sisiémica de pele e a fibrose pulmonar induzida por
drogas cu abestros, expressam elevados niveis de IL-8 mRNA e proteina em paralelo
com o aumento na producso de colageno (Takemura et al., 1998; Zuita-Salinas et al.,
1998; Coker and Laurent, 1998). A expresséo de IL-6 & regulada por inlmeras outras
citocinas, incluindo IL-1, iL-2, TNF- € PDGF (Kohase et al, 1987: Takigawa et
al,, 1994}, Os niveis de IL-6 no fluido gengival estdo relacionados com a
agressividade da doenga periodontal do adulto {Geivelis et al., 1993). Recentemente,
Parkar et al. (1998) demonstraram que a expressdo e producéo de IL-6 por
fibroblastos gengivais e regulada por hormonios sexuais masculinizantes.
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4.5.4. Fator Necrosante de Tumor-c (TNF-«)

TNF-¢ foi originalmente identificadc e descrito como um fator necrosante
sncontrado no soro de animais tratados com lipopolissacarideos (LPS; Abbas et al.,
1997). Em baixas concentracbes, LIPS estimula macréfagos a atuarem como
gtivadores des células B e como estimuladores da resposta inflamatoria, o qual
contribui para a eliminagao do antigeno. Contudo, altas concentracbes de LPS
causam injoria iecidual, coagulacdo intravascular disseminada, choque e morte.
Neste modelo experimental esta agora claro que TNF-o € o principal mediador dos
sfeitos de LPS (Abbas et al,, 1897).

A principal fonte produtora de TNF-« 580 macrofagos ativados em resposta a
estimulos inflamatorios, infecciosos e tumorais, embora outras células como linfocitos
T e NK e mastdcitos também produzem pequenas quantidades (Beutler, 1992). A
fungdo de TNF-¢ ainda é incerta. Em diversos modelos experimentais foram
propostas diferentes funcdes como indugdo de fibroblastos a sintese de colagenase,
gstimulacdo da reabsorgio Ossea e cartilaginosa, inibicdo da sintese de colagenc e
da proliferaco celular (Knittel et al., 1997; Solis-Hemuzo et al, 1988; Hougium et al.,
1898). Em varios tipos celulares, TNF-o induz a sintese de iL-1 e prostaglandinas.
TNF-a parece ser um mediador importante in vitro da fibrose pulmonar (Coker and
Laurent, 1998). TNF-a estimula a proliferaco de fibroblastos pulmonares além de
estimular a sintese de colageno apods administrac&o de bleomicina (Broekeimann et
al., 1991). Mulantes inativos de TNF-g capazes de ligar aos receptores celulares
inibiram a fibrose pulmonar em ratos apds induglo por bleomicina e silica (Piquet and
Vesin, 1994).



Tabela 4. Principais citocinas relacionadas com a proliferacdo celular e sintese

de MEC.
Citocina Principais Fontes Principais Funcgdes
TGF- ¢ (éluias envolvidas na + Estimula ou inibe proliferacéo
resposta inflamatéria e celular
imune + Estimula sintese de MEC
» Fibroblastos + Inibe producéo de MMPs
« (élulas endoteliais ¢ Estimula producgéo de TIMPs
o Queratindcitos » Regula crescimento celular
» Estimula diferenciacao celular
IL-1 o Células envolvidas na » Estimula coagulagdo
resposta inflamatdria e sangliinea
imune s Febre
« Fibrobiastos » Estimula proliferacao celular
+ Células endoteliais o Estimula sintese de MEC e
o Queratinécitos MMPs
o Células neuronais Estimula diferenciacdo celular
Estimula produgdo de L6 e
TNF-o
iL-6 + Ceélulas envolvidas na o Estimula diferenciacao de
resposta inflamatéria e células B e sintese de lgG
imune Estimula sintese de MEC
+« Fibroblastos Estimula crescimento celular
« (Células endoteliais
TNF-« » Macrofagos Estimula sintese de MMPs
s  Mondcitos Estimula reabsorgéo 6ssea e
Células T cartilaginosa

Inibe sintese de colageno
inibe proliferacéo celular

Adaptado de Abbas et al. (1897) e Okada and Murakami (1998)
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5. PROPOSICAD

O objetivo desta dissertagdo foi analisar e caracterizar a proliferacdo celular e
a expressdo e producdo de colageno e suas proteinas chaperones, citocinas e
metaloproteinases de matriz e seus inibidores teciduais em linhagens celulares de
fibroblastos de quatro pacientes com generalizada fibromatose gengival hereditaria.
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6, MATERIAIS E METODOS

6.1. Pacientes

Fibroblastos gengivais foram obtidos de fragmentos de gengiva de guatro
individuos com FGH e de quatro com GN, usados como controle. Todos os pacientes
com FGH foram de uma mesma familia, e apenas foram selecionados os individuos
com generalizada hiperplasia gengival de aspecto fibroso e sem sinais de inflamaco.
A média de idade destes pacientes com FGH foi de 22,1 anos e este grupo incluia
trés homens e uma mulher. Tecido gengival normal foi obtido através de bidpsias da
papila interdental entre os dentes 13 & 14 de trés voluntarios do sexo masculino e um
do sexo feminino. A média de idade deste grupo foi de 26 anos. Todos os individuos
apresentaram gengiva clinicamente normal sem evidéncias de inflamacédo ou
hiperplasia. Nenhum paciente deste estudo apresentou historia de usoc de
medicamentos relacionados a hiperplasia gengival. Tabela 4 descreva as
caracteristicas clinicas dos pacientes utilizados neste trabalho.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes.

Linhagem Sexo Idade Localizagao Graduagdo

Celular - Clinica™
Controle

GN1 F 29 13-14 0

GN3 M 28 13-14 0

GN4 M 26 13-14 0

GN5 M 23 13-14 0
FGH

FGH2 F 28 34-36 1

FGH3 M 22 13-23 2

FGHS M 20 13-23 2

FGH7 M 18 33-34 2

*Graduacio clinica. 0 - excelente condicdo gengival, sem sinais de inflamacao ou
hiperplasia gengival, 1 - aumento gengival leve, 2 - aumento gengival moderado e 3 -
aumento gengival agressivo.
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§.2. Cultura Primaria

Fragmentos gengivais de pacientes normais € com FGH foram removidos e
imersos em meio de cultura de Eagle modificade por Dulbecco’s (DMEM, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) acrescido de 10% soro fetal bovino {(Cultilab Ltda,
Campinas-SP), 125 mg/mi ampicilina G e §0 ng/ml anfotericina B & 4° C e levados
imediatamente a geladeira, onde foram mantidos por 16 h. Os fragmentos foram
javados irés vezes na mesma solucdo, cortados em fragmentos de aproximadamente
+ mm® e transferidos para frascos de cultura de 25 cm?, que foram mantidos &
temperatura de 37° C, atmosfera imida contenide 5% CO». O crescimento celular foi
monitorado dianiamente e ¢ meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo
com 0 metabolismo celular. Apds 15 dias a concentracio de ampicilina G foi reduzida
para 50 mgimi. Em todos os procedimentos de cultivo foram observados cuidados
para a manutencao da esterilidade.

8.3. Subcultura

Apds atingirem a subconfluénecia, as células foram subcultivadas. No
subcultive, o meio de cultura foi removido e as células lavadas em solucdo de
tampéo fosfato salinc pH 7,4 (PBB) acrescido de 0,5 mM acido etilenodiamino
tetraacético (EDTA, Sigma). Em seguida, as células foram separadas do assoalho da
garrafa de cultura pela adicdo de 1 mi de tripsina (Sigma)} a 0,2%. A tripsina foi
inativada com 10 mi de meio de cultura acrescido de 10% soro fetal bovino. A
suspensao de células foi ento centrifugada a 400 g por 2 min, o sobrenadante
descartado e as células ressuspensas & plagueadas em garrafas de 25 em2,
Algumas amostras de células foram ressuspensas em meio de cultura acrescido de
25% soro fetal bovino e 10% dimetil sulféxido (DMSO, 8Bigma) e congeladas em
nitrogénio liquido, para uso posterior,

Para o descongelamento das células, os criotubos foram imersos em banho de
agua 4 37° C e as células transferidas para um tubo contendo 10 mi de meio de
cultura. Apds centrifugagao, as células foram ressuspensas em 5 mi de meic de
cultura e colocadas em frascos de 25 cm2,

Todos 0s procedimentos apresentados nesta dissertacdo foram realizados
utilizando células entre a terceira e décima passagens. -

6.4. Anéalise de Crescimento Celular
Fibroblastos de GN e FGH (25.000 ceiulasiwell) em 2 ml de DMEM acrescido
de 10% soro fetal bovino foram plaqueados em placas de cultura de 24-wells
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(Corning Sci Prod inc, Acton MA, USA) e incubados a 37° C, atmosfera umida
contendo 5% COo. Transcorride 2 h de incubagéo, os wells foram gentiimente
lavades com PBS e o meio de cultura substituido por DMEM contendo 1% soro fetal
bovino. Apés 16 h, as celulas foram novamente incubadas com DMEM acrescido de
10% soro fetal bovino. O indice de crescimento celular foi determinade por contagem
da populagdo celular nos dias 2, 4, 7, 9 e 11 usando um Coulter Counter {Coulter
Eletronics, Luton, England). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

6.5. Ensaio Colorimétrico de MTT

A metodologia utilizada foi uma modificag@o do ensaio original descrito por
Nosman (1983). Fibroblastos de GN e FGH (1.000; 2.000; 4.000; 6.000; 8.000;
10.000 celulas) em meio de cultura foram plagueados em triplicata em wells de uma
placa de cultura de 24-wells (Corning) e cultivados por trés dias. Transcorrido este
periodo, © ensaio colorimétrico de MTT foi realizado. Resumidamente, 100 uyi de 3-
4, 5-dimethythiazol-2yl0-2,5-diphenytetrazolium bromide (MTT, Sigma) & uma
concentracac de 5 mg/ml em PBS foi adicionado para cada well. As placas foram
incubadas a 37° C por 4 h. Apos incubagdo, o meio de cultura foi removido, os wells
lavados e 200 pl de 1% alcool-acido foi adicionado para solubilizar o produto de
metabolismo das mitocbndrias, o formazan azul. Apds solubilizacdo, a solugdo foi
transferida para placas de 96-wells, o qual continha em cada well 20 i da solugdo
aquosa de 3% SD8  (Bio Rad Lab, Hércules, CA, USA). A densidade &ptica foi
determinada usando um ¢ fotdmetro automatico a 550 nm (Dynatech MR400).

6.6. Coloragéo das Regides Organizadoras Nucleolares Arginofilicas (AgNOR)

A técnica de AgNOR foi adaptada da original descrita por Chatteriee et al.
(1997). Fibroblastos de GN e FGH foram plaqueados a uma densidade de 25,000
célulasiwell em laminas de cultura de 2-wells e mantidas & 37° C, atmosfera Gmida
contendo 5% CO9 por 24 h. Em seguida, as células foram {avadas com solugdo de
PBS, fixadas em 70% etanol e rehidratadas em solucdes decrescentes de etanol. As
celulas foram entdo incubadas por 30 min & 37° € com a solugdo composta de 1
parte de 1% gelatina (Sigma) em solucdc aquosa de 1% acido férmico (Reagem, Rio
de Janeiro-RJ) e 2 partes de solugdo aquosa de 50% nitrate de prata (Merck S A,
Rio de Janeiro-RJ). Os AgNORs foram visualizados em microscopia de luz e em cada
linhagem celular, 0 nimero e tamanho foram determinados usando o sistema de
analise de imagem Optimas 4.0. Foram contadas 500 células em 5 laminas
independentes para cada linhagem celular.
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§.7. Ensaio de incorporagéo de Bromodeoxiuridina {Brdl))

Células foram plaqueadas na concentracio de 25.000 célulasiwell em laminas
de cultura e cultivadas & 37° C em atmosfera umida contendo 5% CQO». Transcorrido
24 h de incubacio, as células foram lavadas e meio de cultura fresco acrescide de
BrdU na diluicdo de 1:1.000 foi adicionado. Apds 1 h de incorporacdo, as céluias
foram lavadas e fixadas em 70% etanol for 156 min. A incorporacdo de Brdl em
células em proliferagao foi reveiada através de analise imunohistoquimica utilizando
protocolos descritos pelo fabricante (Kit de proliferacdo celular, Amershan Life Sci
inc., Arlington 1L, USA). O indice de incorporacio expresso ¢como porcentagem de
células marcadas com Brdl foi determinado por contagem de 500 céiulas de cada
linhagem de fibroblastos utilizando o sistema de imagem Optimas 4.0.

6.8. Andlise Imunohistoquimica do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular
{PCNA)

Fibroblastos de GN e FGH foram plaqueados em laminas de culturas de
células {25.000 celulasfwell), crescidos por 24 h e, em seguida, fixados em 70%
etanol. Para prevenir ligacdo inespecifica, as células foram ftratadas com 1%
atbumina de soro bovina (BSA, Sigma) por 1 h previamente a exposigdo ao anticorpo
monocional anti-PCNA (diluicBo 1:3.000, Dako Corp, Carpinteria CA, USA). A
revelacdo foi realizada através do sistema de anticorpos ABC (Kit Duet-StrepABC
Complex’HRP, Dako} e 3"3-diaminobenzidina {DAB, Sigma). Os resuitados foram
expressos como porcentagem de células positivas atraves da contagem de 500
células de cada linhagem de fibroblastos de GN e FGH.

6.9. Analise da Sintese de Colageno _

A analise da sintese de colageno foi realizada pela técnica descrita por
Webster and Harvey {1979) com pequenas modifica¢bes. Fibroblastos de GN e FGH
faram plagqueados em wells de placa de cultura de 24-wells a uma concentragao de
50.000 célulasiwell, & incubados em DMEM contendo 10% soro fetal bovino. Apos 16
h, cada well de uma placa foi lavado e substituido por DMEM acrescido de 50 mg/mi
de dcido ascorbico (Sigma) e 10 pCifml [3H]-prolina (New England Nuclear, Boston
MA, USA). Os wells foram lavados irés vezes e colageno extraido de cada well pela
adic&o de 1 M dcido acético (500 ul) contendo 1 mg/mi de pepsina (Sigma) por 16 h.
0 conteldo dos wells foi transferido para tubos & centrifugados por 30 min a 14.000
rpm. Colageno fol precipitado pela adigdo de 10 partes da solugdo 25% NaCi em 0,5
M acido acético. Apds precipitac@o por 2 h & 4° C, os tubos foram centrifugados e o



pellet redissolvido em solucdo de 0,15 M NaCl em 0,05 M Tris-HCI pH 7.5. Colageno
foi novamente precipitado com a adicdo de 4,5 M NaCl em mesmo tampdo. Apds 2 h,
os tubos foram centrifugados, os sobrenadantes descartados e o colageno Javado
com 20% etanol. O pellet final foi redissolvido em 0,5 M acido acetico. Radiatividade
foi determinada através de um contador de cintilagdo. Uma segunda placa utitizada
para determinar a proliferagéo celular foi cultivada da mesma maneira mas ndo
exposta ao material radiativo. .

Para andlise das cadeias de coldgeno, aliquotas de colageno marcado com
SH-prolina foram misturadas com 1% SD$ e incubadas por 30 min & 60° C
previamente a analise por eletroforese interrompida (Sykes et al., 1978} em 6% 8DS-
PAGE. Em seguida, os géis foram analisados por autorradiografia.

6.10. Marcagao de Proteinas com Meticnina Radiativa

Nos instantes onde houve a necessidade de analisar as proteinas nascenies,
as células foram lavadas em PBS e incubadas com DMEM sem o aminodcido
metionina (Gibco BRL, Gaithersburg MD, USA). A este meio foi acrescentado 39§-
metionina na concentragéo de 100 uCi/mi (New England Nuclear). As células foram
cultivadas por 1 h a temperatura de 37° C, atmosfera Gmida contendo 5% COs.

6.11. Imunoprecipitacio

Fibroblastos gengivais de pacientes normais e com FGH cultivados por 1 h em
DMEM acrescido de 398-metionina foram coletados e incubados com tampéo de lise
contendo 100 mM Tris-HCI, pH 7.2, 150 mM NaCt; 1% Triton X-100; 1% deoxicolato
de s0dio; 1% SDS e sonicados por 10 s. Apods centrifugacio, o sobrenadante foi
incubado por 5 h em agitagao a 4° C com um dos seguintes anticorpos: anti-Hsp4a7,
anti-Grp78, anti-Grp94 (Stressgen, Victoria BC, CA) e anti-colageno tipo | (Biodesing,
Keenebunk Port ME, USA) na concentracdo de 1:2,000. Os imunocompiexos
proteina-anticorpo foram precipitados pela adigdo de 50 ml proteina-A-Sepharose. Os
munocomplexos ligados a proteina-A-Sepharose foram lavados trés vezes em
tampao de lise acrescido de 0,05% Tween 20 e uma vez em solucdo 10 mM Tris-HCl,
pH 7.,4. A amostra foi ressuspensa em tampé&o de amostra redutor (2% SDS; 125 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 10% glicerol; 0,001% azul de bromofenol; 2% mercaptoetanol)
fervida por 5 min e separada eletroforeticamente em gel 4-20% gradiente lingar SDS-
PAGE (Laemmli, 1870). Em seguida, o gel foi fixado em solugdo 7% acido acético por
30 min, incubado por 1 h em solucdo Amplify (Amershan Inc.), seco e
autorradiografado.
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6.12. Digestdo com Colagenase Bacteriana

Apés imunoprecipitacdo utilizando anticorpos anti-Hsp47, imunocomplexos
foram ressuspensos em tampéoc de ativagdo (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 400 mM NaC¥;
5 mM CaCly;, 30 mM KCI 10 mM fluoreto de feniimetilsulfonil-PMSF; 2 mM N-
stiimaleimida-NEM) acrescido de 50 U/mi de colagenase bacteriana (Sigma) =
incubados a 37° C por 30 min. Tamp&o de amostra foi entdo adicionado e apbs
fervura por 5 min, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE e autorradiografia
{como descrito anteriormeante).

6.13. Ensaio de Ligagao a Gelatina Sepharose

Células marcadas por 30 min com **S-metionina foram incubadas por 30 min
am solucéo contendo 1% Nonidet p40 (NP-40), 150 mM NaCl, 50 mM tris-HCI, pH
80 5 mM EDTA; 2 mM NEM; 2 mM PMSF, em seguida centrifugadas por 20 min a
8000 g. O sobrenadante foi misturade com 200 ul de gelatina Sepharose 4B
{Pharmacia). Os beads de gelatina foram lavados duas vezes com mesma solugdo e
uma vez com solucdo 10 mM tris-HCL, pH 6,8, As amostras foram submetidas a
sletroforese em 10 % SDS-PAGE sobre condicbes redutoras. Os géis foram fixados,
secos & autoradiografados.

6.14. Westem Blot

Fibroblastos gengivais de pacientes normais e com FGH cultivados em DMEM
foram coletados e incubados com tampdo de lise contendo 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 5
mi EDTA; 1% Tween 20; 2 mM PMSF; 2 mM NEM e mantidos sob agitagé@o & 4° C
por 30 min. A concentracdo protéica foi determinada como descrito por Bradford
(1978) utilizando BSA como padrio. Apds determinacido da dosagem protéica, a
mesma concentracéo protéica de cada amostra foi misturada com tamp&o de amostra
redutor, fervida por 5 min, separada eletroforeticamente em 4-20% gradiente linear
SDS-PAGE e 0 material eletroforizado transferido para membrana de nitrocelulose
{poro de 0,45 mm, Pharmacia Piscataway NJ, USA). As membranas foram tratadas
por 1 h com PBS acrescido de 10% leite desnatado e incubado com anticorpos anti-
Hspd7 na concentracdo 1.2,000 por 1 h. Apds lavagem, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase e reveladas
com quimioluminecéncia seguindo normas do fabricante (Amershan Inc.). A
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membrana foi entdo envolta por plastico e exposta ao filme radiogréfico. Andlise
densitorétrica foi realizada em um densitbmetro modelo GS700 (Bio Rad).

Anadlise por Western biot utilizando anticorpos anti-Grp78, anti-Grp94, anti-
colageno tipo | e anti-PDl foi realizado, como descrito acima, em uma linhagem
celular de FGH e uma de GN.

6.15. Efeito do Tratamento com Calor na Producéo de Hsp47

Fibroblastos foram mantidos em condigbes normais de cultivo (estufa a 37° C,
atmosfera Umida e 5% CO9) e em condigbes de estresse, & 42° C por 1 h. Em
seguida as céiulas foram lisadas e as proteinas submetidas a andlise por Western
blot como descrito acima.

6.16. Efeito de Inibidores da Sintese de Coldgeno na Produgdo de Hsp47?

Fibroblastos de GN e FGH foram submetidos a agéo de inibidores da sintese
de colageno pela exposicdo a uma das seguintes drogas: (a) 'exbosigéio a 10 mM
brefeldina A (Sigma), um agente antifungico derivado de acidos graxos capaz de
impedir o transporte de proteinas recém-sintetizadas do RE para ¢ aparelho de Golgi;
{b) exposigdo a 0,3 mM o,o'-dipiridil {Sigma), um agente inibidor da atividade das
enzimas prolil e lisil-hidroxilase & conseglentemente inibidor da formacgio da tripla
helice de colagenos fibrilares; (c) exposicdo a 100 mg/ml cicloxamida (Sigma), um
agente fungico capaz de inibir a sintese de proteinas em formagio,; (d) exposigao a
0,1 mM monensina, um inibidor do transporte de glicoproteinas em formagéo através
dos compartimentos do complexo de Golgi; (e) exposicdo a 5§ mM calcio ionofore
A23187 (Sigma) um agente capaz de bloguear a secrecdo de proteinas para ©
espaco exiracelular através da inibicdo da formacao de vesiculas secretoras. Apds
exposicao a estas substancias por 2 h, as células foram lisadas e 0 extrato submetido
a eletroforese e analise por Western blot. Células cultivadas em condigbes de
homeostasia foram utilizadas como controle.

6.17. imunofluorescéncia e Analise por Microscopia Confocal

Fibroblastos de FGH e GN foram plaqueados na concentracdo de 25.000
célulasiwell em laminas de cultura de células (Nalge Nunc int, Naperville IL, USA) e
incubadas & 37° C atmosfera dmida contendo 5% CO2 por 24 h. Apds fixacdo em
70% alcool, as células foram lavadas e tratadas com 10% soro normal de porco para
prevenir ligagdo inespecifica. As células foram entdo incubadas ¢om anticorpo anti-
Hsp47 efou anti-cadeias «1(l) na concentragdo de 1:100, lavadas e incubadas com
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anticorpo secundario conjugado a fluoresceina (Sigma) e/ou a Texas Red (Biodesign)
por 1 h. As celulas foram examinadas no fotomicroscdpio Zeiss Il equipado com
gpifiuorescéncia. Em todas as reacdes controles negativos ndo mostraram nenhuma
marcacao.

Microscopia confocal foi realizada em um microscopio Zeiss modelo LSM 410
utilizando barreira de 580 nm para detectar Texas Red e barreira de 515-540 nm para
gerar imagens do anticorpo conjugado a fluoresceina.

6.18. Pro-peptideos de Colagenoc

A sequéncia de cDNA contendo o dominio globular da porg@o N-terminal de
pro-o1{l) (residuos 23-108), chamado NP1, foi preparado acoplade a proteina de
fusdo GST como descrito previamente por Hu et al. (1995). A expresséo de NP1-GST
foi induzida em bactérias e a purificacdo realizada por cromatografia de afinidade
utilizando beads de Sepharose 4B-giutathione (Pharmacia) de acordo com as normas
do fabricante. Para purificaco de NP1, NP1-GST foi tratada com trombina
(Pharmacia), dializada e a proteina glutationa-S-transferase (GST) removida pela
passagem em coluna de Sepharose-glutationa. Os eluatos foram coletados,
liofilizados, ressuspensos em édgua e a concentragdo determinada por
sspectrofotometria.

NP1 foi adicionado ao meio de cultura na concentracdo de 10, 20 e 40 nM por
24 h e a producdo de colagenc e Hspd47 determinada por imuncprecipitaggo. Em
alguns experimentos, NP1-GST foi diretamente adicionada ao meio de cultura e os
pro-peptideos visualizados por micrescopia confocal ou imunoprecipitados utilizando
anticorpos contra a proteinag GST (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz CA).

8.19. RT-PCR (transcriptase reversa-reagao de cadeia de polimerase)

A andlise da expresséo de Hspd7 por RT-PCR foi realizada em duas linhagens
celulares de FGH e duas de GN. RNA foi extraido das culturas celulares pelo uso da
téonica de isotiocianato de guanidina. Resumidamente, células foram lavadas e
incubadas diretamente nos frascos de cultura com solugdo desnaturanie de
isotiocianato de guanidina {TRizol, Gibco) por 5 min. Apos lise celular, as amostras
foram coletadas e transferidas para tubos de polipropilenc (livres de RNAse e
DNAse) e 0,2 mi de cloroférmio por mililitro de solug&o desnaturante foi adicionado,
Apos centrifugacao, a fase agquosa contendo o RNA foi transferida para tubos limpos
& adicionou 0,5 ml de alcool isopropanc por mililitro de solugfo desnaturanie. O RNA



foi ressuspenso e a concentracdo determinada por espectrofotometria a 260 nm. Foi
produzido uma concentracéo de RNA variando entre 0,2-0,7 mg/ml.

Dois mg de RNA total foram transcritos reversamente a cDNA adicionando a
mistura contendo 1 mi de Oligo-dT (0,5 mg/mi), 2 mi de 10x tampé&o de sintese (200
mi Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI), 1 ml da mistura de dNTPs e 1 ml de Superscript i
RT (20 Uiml; Gibco). A mistura foi incubada por 50 min & 42° C e posterior 15 min a
70° C. A reacdo foi terminada pela adico de 1 mi de E. colf Rnase H {2 U/mi; Gibco)
por 30 min a 37° C. C cDNA resuftante foi amplificado por PCR utilizando 32p-dCTP.
Os primers para Hsp47 foram sense 5 CAC ACT GGG ATG AGAAGT TTC A3 e
antisense 5 C TGT CCG GTG CAT CAT GCT AAC 3'; e para B-actina sense & TCA
GAA GGACTC CTATGT GG 3 e antisense 5 TCT CTT TGA TGT CAC GCA CG 3.
B-actina foi utilizada como controle internc da reacgdo. As reagdes foram iniciadas por
desnaturacéo a 84° C por 5 min seguidas por 35 ciclos de 24° C por 30 s, 65° C por 1
min & 72° C por 22 s em um termociclador 9800 (Perkin Elmer Cetus, Emeryville CA,
USA). Os produtos foram separados eletroforeticamente em gel de 5%
poliacrilamida/TBE (tampéo Tris-borato-EDTA) e, em seguida, secos e expostos a
fiime radiogréficos por no maximo 1 h. Analise densitométrica foi realizada como
gdescrito acima.

A analise da expressao das MMPs e TIMPs foi realizada como descriio, mas
utilizando eletroforese em gel de 1% agarose corado com brometo de etideo para a
visualizag@o dos produtos do PCR. Os primers foram: MMP-1 sense & GGT GAT
GAA GCA GCC CAG 3 e antisense 5 CAG TAG AAT GGG AGA GTC 3 MMP-2
sense 5 CCA CGT GAC AAG CCC ATG GGG CCC C 3 e antisense 5 GCA GCC
TAG CCA GTC GGA TTT GAT G 3 TIMP-1 sense 5 TGC ACC TGT GTC CCA CCC
CAC CCA CAG ACG 3 e antisense 5 GGC TAT CTG GGA CCG CAG GGA CTG
CCA GGT 3'; TIMP-2 sense 5 CCG AAT TCT GCA GCT GCT CCC CGG TGC ACC
CG 3 e antisense 5 GGA AGC TT1T TAT GGG TCC TCG ATG TCG AG 3. As
reacbes foram iniciadas por desnaturacéo por 3 min a 93° C, seguidas por 40 ciclos
de 93° C por 45 5, 58° C por 45 s e exiensdo a 72° C por 1,5 min,

6.20. Analise Citométrica

Células foram coletadas, lavadas e fixadas por 1 h em solugcdo aquosa
contendo 70% alcool absoluto (viv). Apds lavagem, as células foram incubadas com
anticorpo anti-Hsp47 (diluido 1:100) seguidas por anticorpo secundario conjugado a
fluoresceina e andlise em citdmetro de fiuxo FACScan {Becton Dickinson, San Jose,
CA). Para analise de dupla coloragéo, iodeto de propideo (P, Sigma) foi adicionado a
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uma concentracdo final de 50 mg/ml. Pl também foi utilizado para andlise do ciclo
celular. Nestes experimentos, 1x108 células foram incubadas com Pl em tampéo
gitrato por 1 h, e em seguida, analisadas por citometria de fluxo. Um minimo de
10.000 eventos foram coletados para cada amostra. A andlise dos dados foi realizada
no programa LYSYS |t (Becton Dickinson). A porcentagem de células em G4y, S e
GolM fol determinada por integracdo da drea dos histogramas de DNA usando o
programa Multicycle (Phoenix Flow Sytems, San Diego, CA).

8.21. Analise Zimogréafica

Sobrenadantes de cultura de fibroblastos de GN e FGH crescidos na auséncia
de soro fetal boving foram incubados com tamp&o de amostra n&oc redutor e
submetidos a eletroforese em 4-20% gradiente linear SDS-PAGE contendo 1,6 mg/mi
de gelatina (Bio Rad), como substrato. Apds eletroforese, 0 gel foi lavado duas vezes
por 30 min em solucdo aguosa de 2% Triton X-100 e incubado em tampéo de
ativag@o commposto por 10 mM Tris-HCI pH 8,0 ¢ 5mM CaClo por 16 h 4 37 C A
seguir, o gel foi corado com Coomassie blue R250 (Bio Rad). As proteinas com
atividades gelatinoliticas foram observadas como bandas negativas.

6.22, Influéncia da Neutralizacao de TGF-§1 na Expresséo e Produgdo de MMPs
e TiMPs

A expressao de MMPs e TIMPs na presenca de anticorpos neutralizantes foi
determinada por RT-PCR. Fibroblastos foram plaqueados na concentracdo de 1x106
células/ frasco de 75 cm? e cultivados em DMEM/10% soro fetal bovino por 24 h,
Apds lavagem com PBS, o meio de cultura foi trocado para DMEM na auséncia de
soro fetal bovino, Transcorrido 24 h, o meio de cultura fol novamente trocado para
DMEM sem soro fetal bovino contendo O; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/ml de anticorpos anti-
TGF-81 (R & D Systems) e cultivados por um adicional de 24 h. A extragéo de RNA,
sintese de cDNA e as reacBes de PCR foram realizadas como descrito previamente.
(& sobrenadante de cultura foi utilizado para ensaios zimograficos utilizando gelatina
como substrato.

6.23. Produgao de Citocinas-TGF-31, IL-6, IL-1§ e TNF-«

Celulas foram plagueadas em placas de 24-wells a uma concentracéo de
50,000 célulasiwell e cuitivadas em DMEM contendo 10% soro fetai bovino por 24 h.
O meio foi trocado para mesmo meio sem soro fetal bovinc e as células incubadas
por um adicional de 24 h para eliminar a influéncia de citocinas do soro. O meio de
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cultura foi trocado novamente e as células cultivadas por 4 dias. Transcorrido este
perfodo, o meio contendo 0s produtos metabdlicos das céiulas foi congelado e as
células separadas do assoatho da placa pela adigdo de fripsina. A concentragéo
celular foi entdo determinada em um Coulter Counter.

O ELISA de captura para determinar 0s niveis de produgdo TGF-g1, IL-6, IL-1B
e TNE-o utilizando o sobrenadante celular e anticorpos especificos foi realizado
como descrito a seguir. Placas de 96-wells foram incubadas com um dos seguintes
anticorpos: anticorpo monocional anti-TGF-1 humano (R&D Systems); anticorpo
monoclonal anti-IL-6 humano (Endogen, Woburn MA, USA), anticorpo monocional
anti-H.-18 humano (Endogen) e anticorpc monoclonal anti-TNF-a humano (Endogen);
na concentrac@o de 1 mg/ml e mantidos a temperatura ambiente por 2 h €, entéo, g 4°
C por 16 h. Os anticorpos foram descartados e o8 wells lavados trés vezes com
soiucdo de PBS contendo 0,1% Tween 20. Sobrenadantes (100 ul) foram
adicionados para 0s wells e incubados por 2 h & temperatura ambiente. Previamente
a quantificacdo de TGF-1, TGF-B latente foi ativada pelo tratamento com 0,167 M
HCI por 10 min seguido por neutralizagdc com 1,2 N NaOH em 0,5 M tampéo HEPES.
Apos lavagem, adicionou os anticorpos primarios e secundarios anti-camundongo
conjugado a biotina. A reagdo foi revelada pela adicéo de 200 pl da mistura composta
de 1 parte de avidina-peroxidase (Sigma) na concentracéo de 1:5,000 e 1 parte de
0.2 mg/mi de o-fenilenodiamina (Sigma) em 0,1 M tampéo fosfato-citrato pH 5.0
contendo 0,05% Ho09 (Sigma). A reacgio foi terminada pela adicdo de 2 M HpS04 e
a absorbancia avaliada a 482 nm utilizando um leitor de ELISA Titertek. Os niveis de
producdo das citocinas foram determinados por comparagdc da absorbancia de
padrées. Os resultados sdo expressos como media da producdo/céluia + desvio
padrao de 6 duplicatas.

6.24. Andlise Estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + desvio padr&o dos
grupos de fibroblastos. Para a analise das diferencas dos grupos foi utilizado o teste
de Student com critério bi-caudal.



7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas clinicas e histolégicas

Clinicamente os individuos afetados apresentaram exacerbado aumento
gengival de aspecto fibroso, crescimento lento € progressivo. Em todos 0s casos, o
aumento foi generalizado sendo a regido anterior o sitio de maior agressividade (Fig.
1). O tecido gengival removido cirurgicamente mostrou tipicas caracteristicas
histologicas. Comparando com a gengiva de pacientes do grupo controle, a gengiva
de individuos com FGH mostrou um tecido conjuntivo fibroso com densos e
numerosos feixes de fibras colagenas. O epitélio acantdtico e hiperplasico projeta em
direc@o ao tecido conjuntivo formando longas e delgadas e, muitas vezes irregulares,
criptas epiteliais (Fig. 2A). As caracteristicas histoldgicas foram similares para todos
os pacientes. Figura 2B demostra uma microfotografia do tecido gengival de um dos
pacientes do grupo FGH corado pela técnica de picrosirius e analise em microscopia
de polarizacdo. Observe a grande guantidade de feixes de fibras colagenas como
revelado por areas birrefringentes.

7.2, Caracteristicas morfoldgicas e velocidade de crescimento celular

Fibrobiastos gengivais foram observados emergindo de todos os fragmentos
de FGH em média apds 18 dias, e dos fragmenios de GN apds 25 dias. As células de
FGH e GN, apesar da diferenga de velocidade de crescimento, proliferaram em
orientacéo paralela respeitando o espago que deve normalmente existir entre as
membranas celulares e, em condicdes de confluéneia celular ndo foi observado
empithamento, desorganizacdo na distribuicde ou morte celuiar. Morfologicamente
em condicdes de subconfluéneia celular, os fibroblastos de FGH e GN foram
similares. Exibiram formato fusiforme com nucleo central e tipicos prolongamentos
citoplasmaéticos. Porém, em condigbes de confluéncia celular, os fibroblastos de FGH
demonstraram tamanho e largura menores que fibroblastos de GN (Fig. 3). A
coloragdo das células pela técnica convencional de hematoxilina-eosina e analise em
microscopia de luz demonstrou que, a redugdo no volume celular dos fibroblastos de
FGH em condigbes de confludneia celular é resultado da redugdo no volume
citoptasmatico, e ndo no volume nuclear (dado n&o mostrado). Em condigbes de
saturac8o celular, o numerc de fibroblastos de GN variou entre 2,5~3,2x1{}4
células/omZ, enquanto o nimero de FGH foi 4,0-4,7x104 células/om2.
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Os fibroblastos de FGH apresentaram velocidade de crescimento maior gue
fibroblastos de GN. Apds 30 a 35 dias de cultura primaria, mais que 20% do frasco
estava preenchido com fibroblastos de FGH, sendo entdo realizado a primeira
subcultura. Por outro lado, a cultura de GN cresceu mais lentamente e a primeira
subcultura so foi possivel apos 42 dias do inicio do culiive. Tanto na cultura primaria
guanto nas subculturas, fol evidente que fibroblastos de FGH proliferaram mais
rapidamente que fibroblastos de GN. Apés a décima subcultura foi observado uma
reducdo na velocidade de crescimento, e proximo a décima quinta, tanto as células
de FGH quanto as de GN, ndo mais progrediram como inicialmente, sendo entéo
descartadas.

7.3 Analise da proliferagac celular

Fibroblastos de GN e FGH foram plagueados a uma concentracio de 25x103
células/well em placas de cultura de 24-wells e incubados por 18 h em DMEM/10%
soro fetal bovino, seguido por incubagdo adicional de 16 h em soro fetal bovino a 1%.
Um periodo de incubac@o em meio de cultura na auséncia soro fetal bovino ou a
niveis reduzidos € requerido previamente a estimulacdo celular no objetivo de cessar
as vias de ativagBo da proliferagéo celular por fatores de crescimento presentes no
soro. E demonstrado que periodos superiores a 4 h de auséncia da influéncia de soro
fetal bovino s&o suficientes para reduzir o metabolismo celular a niveis basais com
conseqiente inibicdo da proliferacdo, sem aparente prejuizo na viabilidade celutar
(McAllister et al., 1835). A analise proliferativa de fibroblastos provenientés_de GN e
FGH & mostrada na figura 4. Diferengas na relagéo de proliferacio em todos os
periodos analisados foram estatisticamente significantes. Do dia 2 ao 9, as diferencas
no numero de células entre os grupos foi aproximadamente 63%. No dia 11, foi
observado uma saturagdo no numero de células, sendo a proliferacdo menos intensa.

Técnicas colorimétricas s&o amplamente utilizadas na andlise da prolif'erag:éo
celular (Mirabelli et al., 1985; Oliver et al., 1989). Estas técnicas utilizam a habilidade
de células vivas induzirem a formacado de um subproduto, freqientemente através do
metabolismo celular, que pode ser detectado por espectrofotometria. Em ensaios de
MTT, ¢ sal de MTT & metabolizado nas mitocbndrias celulares resultando na
formacao do formazan azul. Diferengas quantitativas na densidade d&ptica do produto
metabdlico de MTT s@o demonstradas estarem intimamente relacionadas com a
densidade celutar. Nossos resuitados de absorbéncia apos trés dias de crescimento
celular para varias concentracdes celulares sdo mostrados na figura 5. Os valores de



absorbancia para células derivadas de GN foram 65-92% menores para todas as
concentraches celulares.

A distribuigdo e quantificacdo de AgNORs e técnicas de imunohistoquimica
usando anticorpos monocionais contra os antigenos PCNA e BrdU s&o utilizadas
como parametros para estudos de proliferacdo celular (Trere et al,, 1989; Cabrini et
al., 1992; Klim and Yook, 1994; Dorbeare, 1998; Mesquita et al., 1998). NORs sdo
regides do brago curto dos cinco Cromossomos acrocéntricos, cromossomos 13, 14,
15, 21 e 22, onde os genes para proteinas ribossbdmicas esto localizados (Howekk,
18977). Os NORs est8o associados a proteinas ndo-histdnicas dcidas que séo
visualizadas atraves da impregnacaoc por prata. Diversos estudos tém utilizado esta
técnica sugerindo que a andlise quantitativa e morfométrica de AgNORs s&o
excelentes parametros para estimar z atividade proliferativa celular. A técnica de
Brdl & baseada na incorporacdo do analogo a base nitrogenada timina no DNA de
células em proliferacBo. Apés a incorporacdo, o DNA ¢ desnaturado e detectado por
ensaios imunohistoguimicos. A proteina PCNA apresenta a fungdo de auxiliar a
enzima DNA polimerase deita, e sua fungéo é absolutamente importante durante a
replicagao do DNA. A produgZo desta proteina é aumentada em células nas fases S e
GofM do ciclo celular. Como nos ensaios de BrdU, a detecgdo imunohistoquimica de
PCNA € usada como indicador da atividade proliferativa celuiar. Os indices de
AgNOR, BrdU e PCNA estéo listados nas Tabelas 5 ¢ 6. O numero médic, a drea e ©
perimetro de AgNORs por nicleo, e os indices de expresséc de BrdU e PCNA em
fibroblastos de FGH foram significantemente maiores que os do grupo de controle.
Figuras B, 7 e 8 mostram exemplos das técnicas de AgNOR, BrdU e PCNA
respectivamente, em fibroblastos de GN e FGH.

7.4 Andlise dos complexos protéicos durante o processo de maturacio de
cadeias nascentes de colageno tipo |

Para analisar a express@io e associagcdo de Hspd47 e colageno tipo |,
fibroblastos de GN e FGH foram marcados por 1 h com 388-metionina, e as proteinas
racém-formadas imunoprecipitadas com anticorpos anti-Hsp47. ApGs separacao
sletroforética dos imunoprecipitados em gel de poliacrilamida e exposicgo a filme
radiografico, observou gue cadeias nascentes de colageno tipo | co-imunoprecipitam
com Hsp47 em linhagens celulares de GN e FGH (Fig. 9). Estes estudos também
demonstraram significantes diferengas na produc@o de colageno e Hsp47 entre 0s
tipos celulares. Fibroblastos de FGH produziram em media niveis 2 a 3 vezes



maicres de colageno e Hspd7 que fibroblastos controle. Adicionalmente, foram
detectadas outras trés principais bandas com massa molecular estimada em 94, 78 e
54 kDa, correspondendo a Grp%4, Grp78 & PDI, como revelado por andlise de
Western blot (Fig. 10). Resultados semelhantes foram observados em fibroblastos
316 quando imunoprecipitados com anticorpos anti-Hspd7 (Sauk et al., 1994; Ferreira
et al., 1994; Nagata et al., 1988). Em todos os imunoprecipitados, Hsp47 revelou-se
como um dublé com peso molecular de 47 e 46 kDa. Provaveimente estas duas
isoformas da proteina correspondam a forma madura {47 kDa) e a forma imatura com
parciais niveis de glicosilacéo ou fosforilagéo. Hsp47 é sintetizada iniciaimente com
uma massa molecular de 42 kDa, que € reduzido apds remocio enzimatica do
peptideo sinal ¢, é entdo elevado apds glicosilagdo e maturacdo da molécula (Nagata
et al., 1988). Formas imaturas de Hsp47 e outras HSPs foram previamente descritas
{(Hirayoshi et al., 1991; Sens et al., 1996). Hu et al. (1995) demonstraram.que a forma
imatura & também capaz de ligar a moléculas de coldgeno e gelatina,

No intuito de corfirmar a origem das bandass de colageno foi avaliado a
susceptibilidade do imunoprecipitado a degradagdo por colagenase bacteriana. Estes
estudos confirnaram a  susceptibilidade e revelaram que a formagdo dos
heterocomplexos, associacio de Hspd7, Grp78, GrpS4 e PDI, é mediada através de
colageno (Fig. 9, canaletas 7 e 8). Curiosamente, pequenas quantidades de PDI
puderam ser detectadas nos imunoprecipitados de GN e FGH mesmo apds
degradagio enzimatica. :

Hsp47 ¢ a Unica glicoproteina com funcio de chaperone descrita até o
momento com especificidade a um substrato, colageno. Qutra caracteristica
importante que difere Hsp47 de outras proteinas chaperones é a ligagdo a gelatina
Sepharose 4B. Saga et al. (1987) e outros (Shroff et al., 1993; Ferreira et al., 1994)
demonsiraram que Hsp47 associa in vitro a beads de gelatina Sepharose mesmo na
presenca de altas concentragdes de sal, e que a dissociacdo ocorre apenas em
condigbes de acidez do tampdo de eluicdo para niveis inferiores a pH 8.3, Apds
marcacdo metabdlica das células com 398-metionina, proteinas foram extraidas e
misturadas com gelatina Sepharore 4B por 5 h. Andlise autorradiografica produziu
resultados similares ao da imunoprecipitacdo usando anticorpos anti-Hspd47. Em
ambos 0s tipos celulares foi observado a ligagdo de diferentes quantidades de
colageno, Grp94, Grp78, PDI e Hsp4d? (Fig. 11).

idénticos estudos de imunoprecipitacao forany realizados em células de FGH e
GN marcadas com 358-metionina utilizando anticorpos anti-colageno tipo I Estes
estudos reproduziram os resultados obtidos com anticorpos anti-Hsp47 revelando
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gque Hspd? tdo bem quanto Grp94, Grp78 e PDI séo co-imunoprecipitados por
anticorpos anti-colageno tipo | (Fig. 12). Estes estudos também confirmaram que
fibroblastos de FGH produzem maiores guantidades de colageno que células
normais. A analise densitométrica do gel mostrou que a produgio de colageno por
fibroblastos de FGH foi em media 1,8 vezes maior que em fibroblastos de GN.

A seguir, nOs realizamos ensaios de imunoprecipitac@o utilizando extratos de
FGH e GN marcados com 358-metionina e anticorpos anti-Grp78 ou anti-Grp94 (Fig.
13 e 14). Para ambos os anticorpos, Hspd7 e coldgeno foram detectados nos
imunoprecipitados.

7.5. Analise da expressao e produgao de Hspd7 e colageno

As distribuicOes de Hsp47 e colageno tipo | foram investigadas em fibroblastos
de GN & FGH através de ensaios de imunofluorescéncia e microscopia confocal.
Fibroblastos demonstraram uma forte positividade para Hsp47 nas regides do RE. As
células também demonstraram uma distribuicBo microvesicular através do citoplasma,
o gual correlaciona com 0s compartimentos intermediarios justaposios enre oRE e ©
complexc de Goigi. A expressdo de colageno tipo | foi observada no citoplasma
celular correspondendo a regides do RE, complexo de Golgi e vesiculas secretoras
{Fig 15). N3o foram observados diferencas significativas na expressao entre os tipos
celulares e nem distribuic@o no nucleo ou superficie celular. Recentemente, Morino et
al. (1997} e Hebert et al. (1998) demonsiraram a expressao de Hsp47 na superficie
celular de células neoplasicas. Nas células de FGH, apesar da semelhanga
proliferativa com célutas neoplasicas, a expressao de Hsp47 foi restrita ao citoplasma
cefular. Dupla marcacéo para Hsp47 e cadeias o1{l) e visualizagio por microscopia
confocal demonstraram a colocalizagdo das proteinés nas regides do RE e
compartimentos intermediarios {Fig. 16).

A analise da producéo de colageno total por fibroblastos de GN e FGH é
mostrada na figura 17. A sintese de colageno foi determinada pela capacidade de
incorporacdo e metabolismo de 3H-prolina. Fibroblastos de FGH produziram
aproximadamente 32% mais colagenc iotal que fibroblastos controle. Estes dados
foram confirmados por eletroforese interrompida de colageno isolado de fibroblastos
da GN e FGH (Fig. 18). O principal colageno produzido por ambas as células foi o do
tipo 1. A relacdo das cadeias a1{l) para o2(l) foi 2:1, como esperado para colageno
tipo 1 normal, enquanto que a producio de colageno tipo i foi muito fraca para todoes
0s tipos celulares.
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A producdo de Hspd7 foi analisada em maiores detalhes pela técnica de
Western blot revelada por guimicluminescéncia {(Fig. 19A). Esta técnica demonstrou
diferencas significativas na producdo de Hspd47. Todas as linhagens celulares de
FGH produziram maiores guantidades de Hsp47 gquando comparado com fibroblastos
de GN. A analise densitomeétrica do gel demonstrou que o aumento medio na
expressao foi 3,7 vezes maior em fibroblastos de FGH (Fig. 19B).

A express8o génica de Hsp4d7 foi analisada no intuito de determinar se a
produgdo de Hsp47 € controlada a niveis transcricionais. Para este objetivo foi
realizado a técnica de RT-PCR utilizando primers para o exon 4 do gene Hsp47.
Estes primers produzem um produto de 98 pares de base. Apds separagio
eletroforética dos produtos do PCR e exposicao do gel a filme radiografico, observou
maiores niveis de Hspd47 mRNA em fibroblastos de FGH quando comparados com
fibroblastos de GN (Fig. 20A). B-actina, uma proteina presente em niveis constantes
em quase todos os tipos celulares {(housekeeping), foi utilizada como controle da
reacdo. Analise densitométrica foi realizada comparando as bandas de FGH e GN
levando em consideracdo a intensidade da banda de B-actina. Foi considerado 1
ponto ¢ valor da densidade Optica das bandas de B-actina para cada respectivo tipo
celular (Fig. 20B).

Andlise de citometria de fluxo revelou uniforme diploidia celular para as
células de GN e FGH. Fibroblastos de GN mostraram pequena fracio celular nas
fases 5 (19,.8% = 1,1) e Go/M (5,8% £ 0,8) do ciclo celular &€ uma grande populacio
celular na fase G4 (74% * 5,7). Em contraste, todas as linhagens celulares de FGH
revelaram grande populagéo celular nas fases S (40,9% + 7,3) e Go/M (10,1% £ 3,2)
e pequena fragdo na fase G4 (40,9% = 8,5). A seguir, analisamos a expressdc de
Hsp4d7 em relagdo as fases do ciclo celular. Estes estudos demonstraram que Hsp4?,
em ambos os tipos celulares, & expressa em 100% das células nas fases Gy do
cicio celular, e € relativamente pouco expressa durante as fases 8 e Go/M. A
porcentagem de fibroblastos de GN na fase § do ciclo celular que expressaram
Hsp47 foi 7,8% * 2,3 e na fase Go/M de 4,3% + 1,8. Para fibroblastos de FGH, a
porcentagem foi de 6,2% * 3,1 para a fase S e 2,3% + 0,7 para a fase Go/M.

A inducdo de Hsp47 apds elevagdo da temperatura e tratamento com
diferentes inibidores da sintese de colageno s&o mostrados na figura 21. Estes
inibidores sdo caracterizados _por bloquear especificamente a sintese de colageno
durante os evenios de processamentc, maturacdo ou secrecdc das moléculas
{Nagata, 1996). A resposta de producdo de Hsp47 em fibroblastos de GN e FGH foi
praticamente similar apds a aplicagae de seis diferentes condicles de estresse.
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Estes fatores foram de equivalente toxicidade. Em todas as condigles, exceto com
cicloxamida, foi observado um aumento significante na producéo de Hsp47.

7.6, Efeito de NP1 na produgio de colageno e Hsp4d7

Pro-peptideos correspondendo a regides N-terminal das cadeias a1 do
colageno tipo | revelaram grande afinidade a Hsp47 (Paglia et al., 1979 Wu et al.,
1986, Hu et al, 1995), e demonstraram ser importantes para os eventos de
transiagéo e translocagao de colageno através do RE (Sauk et al,, 1994; Satoh et al.,
1998).

A adicdo de NP1 em culturas celulares de FGH produziu uma significante
diminuicdo na producao de Hspd7 e colageno tipo | {Fig. 22). De fato, a analise
densitométrica revelou uma reducao de 46% na producéo de Hspd/ e de 23% na
sintese de colageno apbs o tratamento com NP1, Visto que Hsp47 foi demonstrado
interagir com NP1 durante os eventos de franslacdo, NP1-GST foi adicionado
diretamente ao meio de cultura na concentracdo de 10, 20 e 40 nM e, proteinas
recém-formadas imunoprecipitadas utilizando anticorpos que reconhecem a porcdo
GST. Estes estudos revelaram que Hspd47 € imunoprecipitado em associacdo a NP1-
G8T (Fig. 23). Embora andlise por microscopia confocal tenha revelade a
colocalizacdo de Hspd7 e colageno no RE e compartimentos intermediarios, NP1
adicionado aos fibroblastos foram, apds 24 h de incubagado, localizados
principalmente no citoplasma & nucieo, com pegusna porgéo sendo localizada no RE
& compartimentos intermediarios (Fig. 24).

7.7. Producdo de citocinas por fibroblastos de GN e FGH

A producdo de IL-6 e TGF-B1 & mostrada nas figuras 25 e 26 respectivamente.
Todas as linhagens celulares de fibroblastos de FGH produziram niveis
significantemente maiores de IL-6 e TGF-81 (p< 0,013 e p< 08,0035 entre grupos,
respaectivamente). {L-§1 e TNF-a se presentes, foram produzidos a niveis inferiores
aos detectados por nossos ensaios. A sensibilidade para iL-18 foi de 1,8 pg/mi e para
TNF- de 3,9 pg/mi.
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7.8. Expressio de MMPs e TIMPs

Para examinar a possivel participacdo de MMPs e seus inibidores teciduais na
patogénese do aumento gengival observado em pacientes com FGH, nés anafisamos
08 niveis de expressdo e producdo das duas principais enzimas do grupo das MMPs
e dos dois principais inibidores teciduais sintetizados por fibroblastos. ‘A expresséo
dos quatro genes foi aumentada em fibroblastos de GN quando comparado com
fibroblastos de FGH (Fig. 27). Andlise densitométrica dos produtos de PCR apos
normalizacéo através da densidade optica das bandas de B-actina demonstrou um
reducdo media na expressdo de 31% para MMP-1, 38% para MMP-2, 12% para
TIMP-1 e 7% para TIMP-2 em fibroblastos de FGH em relacdo a GN.

Quando fibroblastos de GN e FGH foram cultivados em meio de cultura na
auséncia de soro fetal bovine e os scobrenadantes celulares analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo getatina como substrato, enzimas com
atividade gelatinolitica de peso molecular de aproximadamente a 98, 70 e 46 kDa
foram detectadas {Fig. 28). Elas correspondem a forma latente de MMP-9 e as formas
ativas de MMP-2 e MMP-1, respectivamente. (Bikerdal-Hansen, 1993; Fukuda et al.,
1998). Em fodas as linhagens de GN a producao de MMP-1 e MMP-2, as principais
enzimas do grupo das MMPs sintetizada por fibroblastos, foi aumentada guando
comparada com linhagens de FGH. A producdo de MMP-9, nas condicdes de nossos
ensaios, foi principaimente detectada nas linhagens celulares de GN.

Baseado nos resultados da determinac@o da producéo de TGF-B1 por
fibroblastos de FGH & em resultados previamente descritos (Imbert et al.,, 1998,
Dafacque et al., 1999), que demonstraram gue 5 mg/ml de anticorpos anti-1GF-1 (B
& D Systems) séo efetivos na neutralizagéo de 500 mg de TGF-1, nds encontramos
que 10 mg/mi de anti-TGF-p1 é uma otima dose para neutralizar TGF-R1 produzida
por 1x108 fibroblastos de FGH3 em 24 h. O tratamento com estes anticorpos em
diferentes doses promoveu uma diminuigdo na expressio génica de MMP-2 e uma
ligeira estimulaggo na expressdo de MMP-1. MMP-1 ¢ MMP-2 apresentaram uma
alterac8o progressiva na expressao em paralelo com o aumento na neutralizagao de
TGF-B1. Nestas condicOes, a expresséo de TIMP-1 & TIMP-2 n&o foi alterada (Fig.
29). A diminuicdo na expressdo de MMP-2 e a ligeira estimulacBo na expressdo de
MMP-1 foram confirmadas por ensaios zimograficos {(Fig. 30).



Fig. 1. Foto clinica de um dos pacientes com FGH deste estudo. Note a severa e
generalizada hiperplasia gengival envolvendo todos os dentes de ambos o0s
maxilares. Os dentes foram morfoiogicamente normais e ndo foram observadas
guaisquer alteragdes radiograficas.
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Fig. 2A. Fotomicrografia da gengiva obtida apds gengivectomia/gengivoplastia do
paciente da figura 1. A hiperplasia gengival € proveniente de um acentuado aumento
no numero de feixes de fibras colagenas do tecido conjuntivo. O epitélio apresentou
hiperplasia e profundas e delgadas criptas epiteliais projetam em direcdo ao
conjuntivo. (H.E., x250)
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Fig. 2B. Tecido gengival de um dos pacientes do grupo FGH corado pela técnica de
picrosirius e analise por microscopia de polarizagdo. Regides de birrefringéncia
correspondem a feixes de fibras colagenas. (x250)
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Fig. 3. Caracteristicas morfoldgicas dos fibroblastos de GN (2 esquerda) e de FGH (a
direita). Note o tipico formato fusiforme de ambas as células em condicdes de
subconfluéncia celular. Em condicées de confluéncia celular, fibroblastos de GN
demonstraram dimensdes maiores que fibroblastos de FGH. Painel superior -
fibroblastos em condigbes de subconfluéncia celular. Painel inferior - células em

confluéncia. (x160)
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Fig. 4. Relacao de crescimento celular para fibroblastos de GN e FGH. Cada ponto
representa a média de 16 contagens independentes para quatro linhagens celulares
de GN e quatro linhagens de FGH. Apartir do dia 2 ao 9, as diferengas no numero de
células em culturas de fibroblastos de FGH foi sempre maior que culturas de células
normais. As diferencas foram estatisticamente significantes para todos os periodos

analisados. (p<0,05)
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Fig. 5 Absorbancia do produto do metabolismo do sal de MTT como indicador de
proliferacao celular em diversas concentracdes celulares. Os valores de absorbancia
representam a média de 5 reag¢des independentes de guatro linhagens celulares de
GN e quatro de FGH. Reacgées realizadas em triplicata. Absorbancia para o grupo de
células de FGH foi 65-92% maior para todas as concentracdes celulares. (p<0,05)
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Tabela 5. Analise quantitativa e morfométrica de AGNORs em linhagens celulares de
GN e FGH. Os dados representam a meédia + desvio padrdo de 500 células (5
laminas independentes) de 4 linhagens celulares de cada grupo.

Nimero  Area (um) Perimetro (um)

GN 16411 1,53%£1,15 3,01+1,88

FGH 226+1,69* 221+169* 349+%207

*Valores sd@o estatisticamente significantes a nivel de p<0,05 como determinado por
Teste de Student.



P M =/

A 1 [ har
Pyl by =5 = T L_- I

Fig. 6 Fotomicrografia de uma das linhagens celulares de GN (superior) e uma de
FGH (inferior) corada pela técnica de AgQNOR. Em fibroblastos de GN a ocorréncia foi
de 1 a 2 NORs/nucleo, enquanto que para fibroblastos de FGH a ocorréncia foi de 2
a 3 NORs/nucleo. A area e o diametro dos NORs foram também maiores em
fibroblastos de FGH. Em ambos os tipos celulares, o formato foi bastante regular,
caracteristica de células néo transformadas. (x400)
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Tabela 6. Incorporacdo de BrdU e expressdo de PCNA em fibroblastos de GN e
FGH. Os dados representam meédia £ desvio padrdo de 4 linhagens celulares para
cada grupo analisado.

GN FGH
BrdU (%) 20,2+5,1 35,66

PCNA (%) 16,8+3,6 3543,4*

*Diferencas significantes como determinado por teste de Student (p<0.05).



Fig. 7 Analise imunohistoquimica da incorporagdo de BrdU em células normais
(superior) e em células provenientes de pacientes com FGH (inferior). Apds
incorporagéo, o DNA foi desnaturado e o antigeno detectado pela técnica de biotina-
estreptavidina-peroxidase. Observe o maior numero de células positivas em
fibroblastos de FGH. (x400)




Fig. 8 Analise imunohistoquimica de PCNA em fibroblastos de GN (superior) e FGH
(inferior) mostrando células positivas com nucleo marcado. Compare a maior
incidéncia de células positivas em culturas celulares de FGH. (x400)
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Fig. 9 (A). Imunoprecipitagdo de Hsp47 em fibroblastos de GN e FGH. As células
foram marcadas por 1h com 35S-metionina e proteinas recém-formadas extraidas e
imunoprecipitadas como descritc em Materiais € Métodos. Canaletas A e B
correspondem a GN1 e GN3, e canaletas C, D, E e F correspondem a FGH2, FGH3,
FGHS e FGH7, respectivamente. A posicdo das cadeias a1(l), Grp94, Grp78, PDI e
Hsp47 sdo indicadas como revelado por Western blot. Canaletas G e H indicam
ensaio de digestdo com colagenase. Para este estudo, proteinas imunoprecipitadas
com anticorpos anti-Hsp47 foram incubadas com 2.7 U de colagenase bacteriana e
mantidas por 30 min & 37° C. Canaleta G corresponde a GN1 e canaleta H
corresponde a FGH3.
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Fig. 9 (B). Analise densitométrica comparando a producdo das isoformas de 46 e
46/47 kDa de Hsp47 em fibroblastos de GN e FGH. Observe que a producéo de
Hsp47 foi maior para todas as linhagens celulares de FGH.



KDa AB CD E F

203 >

165 an

83 > -

48 >
33 =

20 >

Fig. 10. Analise da producao protéica de Grp94, Grp78 e PDI através da técnica de
Western blot. Canaletas A e B correspondem a reacdes utilizando anticorpos anti-
Grp24, canaletas C e D reacbes para Grp78 e canaletas E e F reagdes para PDL
Canaletas A, C e E representam GN1 e canaletas B, D e F 2a FGH3.
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Fig. 11. Ensaio de ligacdo de Hsp47 a gelatina Sepharose 4B. Os extratos celularss
marcados com 39S-metionina foram incubados com gelatina Sepharose 4B como
descrito por Nakai et al. (1988). Canaletas A e B correspondem a GN1 e GN3 e
canaletas C e D a FGH3 e FGH5. Cadeias al(l), Grp94, Grp78, PD| e Hsp47 sao
indicadas.
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Fig. 12. Co-imunoprecipitacdo de Hsp47 com colageno. Fibroblastos de GN e FGH
foram marcados por 1h com 353-metionina e apos lise celular, aliquotas do extrato
celular foram misturadas com anticorpos anti-colageno tipo |. Os imunocomplexos
foram precipitados pela adicdo de proteina-A-Sepharose. Canaletas A e B
representam GN1 e GN3 e canaletas C, D, E e F representam FGH2, FGH3, FGH5 e
FGH7 respectivamente. As posicdes das cadeias a1(l), Grpo4, Grp78, PDI e Hsp47
sa0 indicadas.
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Fig. 13. Ensaios de imunoprecipitagdo utilizando anticorpos anti-Grp94.
Imunoprecipitacdo de GN1 e GN3 representam os canaletas A e B, enquanto que os
de FGH3 e FGH5 s&o os canaletas C e D respectivamente. A posicdo de ai(l),
Grp94, Grp78, PDi e Hsp47 sao indicadas.
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Fig. 14. Imunoprecipitacdo de colageno e Hsp47 utilizando anticorpos anti-Grp78. A
distribuicdo dos canaletas é a mesma da figura 13. A posicdo de «1(l), Grp94, Grp78,

PDI e Hsp47 s&o indicadas.



Fig. 15. Distribuicdo celular de Hsp47 e colageno tipo | em fibroblastos de GN e
FGH. Células marcadas com anticorpos anti-colageno tipo | estdo localizadas no
painel superior, enquanto que celulas marcadas com anti-Hsp47 estdo localizadas no
painel inferior. Figuras A e C representam GN1 e figuras B e D representam FGH3.
Intensa positividade para colageno tipo | € uniformemente distribuida pelo citoplasma
celular. Localizagdo de Hsp47 & observada nas regides correspondendo aos
compartimentos do RE. Barra, 5 mm.
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ig. 16. Colocalizacdo de Hsp47 e colageno tipo | em fibroblastos de GN (painel

erior) e FGH (painel inferior). As celulas foram fixadas, permeabilizadas e coradas
ndo anticorpos anti-Hsp4/7 (vermelho) e anticorpos anti-colageno tipo | (verde).
gides em amarelo representam areas de sobreposicdo de imagens. Barra, 5 mm.



O
(&

B
o
i
|
|

w
o
{

N
(&)

(x10° cpm/célula)

il
o

Incorporacao deJH-prolina

FGH

Fig. 17. Determinagao da produgéo de colageno em fibroblastos de GN e FGH como
revelado pela incorporagéo de 3H—pro[ina. Os valores representam a média + desvio
padrdo dos grupos de dois experimentos independentes. Teste de Student foi
utilizado para andlise estatistica entre os grupos. A produgdo de colageno por
fibroblastos de FGH foi significantemente maior do que nas células normais. (p<0,01)
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Fig. 18. Anélise por eletroforese interrompida do coldgeno total marcado com 3H-
prolina produzido por fibroblastos de GN e FGH. Note a relagdo estequiométrica
normal das cadeias al(l) e o2(l) de 2:1. As cadeias ai1(lll) foram fracamente
detectadas nestes ensaios. Canaletas A e B correspondem a NG1 e NG3 e canaletas
C.D, EeF aFGH2 FGH3, FGHS5 e FGH7 respectivamente.
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Fig. 19 (A). Analise da producéo protéica de Hsp47 por Western blot em fibroblastos
de GN e fibroblastos de FGH. Cada amostra representa equivalente quantidade de
proteina total como determinado por ensaios colorimétricos. Distribuicdo dos
canaletas como na figura 18.
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Fig. 19 (B). Analise desintométrica da producdo de Hsp47 por fibroblastos de GN e
FGH. Fibroblastos de FGH produzem aproximadamente 3,7 vezes mais Hsp47 que

fibroblastos de GN.
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Fig. 20 (A). Expressao de Hsp47 em fibroblastos de GN e FGH como revelado pela
técnica de RT-PCR. RNA total foi isolado das culturas celulares e cDNA sintetizado
por RT. Apos amplificacao utilizando primers especificos para o exon 4 de Hsp47, os
produtos foram separados eletroforeticamenie em gel de poliacrilamida. Canaletas A
a D representam produtos da reacdo de PCR para Hsp47, e canaletas E a H
representam reacédo de PCR para B-actina. Canaletas A e E sdo GN1, canaletas B e
F s&o GN3, canaletas C e G séo FGH3 e canaletas D e H sdo FGHS5.
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Fig. 20 (B). Comparacado da expressao de Hsp47 por fibroblastos de GN e FGH. A
expressao de Hsp47 foi aproximadamente 1,6 vezes maior em fibroblastos de FGH
Valores sdo expressos como densidade Optica para niveis especificos de mRNA. As
leituras Opticas foram normalizadas por equivaléncia da quantidade de B-actina RNA.
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Fig. 21. Efeito de estimulos térmicos e inibidores da sintese de colageno na
producédo de Hsp47 por fibroblastos de GN e FGH. As células foram cultivadas em
DMEM acrescido por um dos seguintes inibidores: o, o'-dipiridil (canaletas C e D),
brefeldina A (canaletas E e F), cicloxamida (canaletas G e H), calcio ionofore A23187
(canaletas | e J), monensina (canaletas K e L). Canaletas M e N representam células
estimuladas por chogue térmico e, canaletas A e B a condigbes normais de cultivo.
Seguindo o tratamento, as células foram lisadas e o extrato celular analisado por
Western blot utilizando anticorpos anti-Hsp47. Os dados representam a meédia da
densidade optica de dois experimentos independentes. Canaletas A, C, E, G, |, Ke M
correspondem a GN1 e canaletas B, D, F, H, J, Le N a FGH3.
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Fig. 22 (A). Efeito de NP1 na sintese de colageno e Hsp47. Uma linhagem celular de
FGH (FGH3) foi incubada por 24 h com NP1 adicionado diretamente ao meio de
cultura nas concentragdes de 10, 20 e 40 nM. Apds marcagdo com 39S-metionina, os
extratos celulares foram imunoprecipitados utilizando anticorpos anti-Hsp47 (a
esquerda) e anti-colageno tipo | (a direita). Canaletas A e E representam condigcdes
normais de cultivo, B e F s&o 10 nM NP1, C e G sédo 20 nM NP1 e D e H sdo 40 nM
NP1. A posicao das cadeias a1(l) @ Hsp47 sao indicadas.
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Fig. 22 (B) Densidade optica relativa do efeito inibitério de NP1 na produgdc de
Hsp47 e colageno tipo |. Observe a reducdo nos niveis tanto de colageno como

Hsp47 apos 24 h de cuitivo na presenca de NP1.
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Fig. 23. Imunoprecipitacdo de Hsp47 com anticorpos anti-GST. Fibroblastos (HGF3)
foram incubados por 24 h com NP1-GST na concentracdo de 10, 20 e 40 nM
seguidos por imunoprecipitacéc utilizando anticorpos anti-Hsp47 (canaleta A) ou
anticorpos anti-GST (canaletas B a D). As posicdes de a1(l) e Hsp47 sdo indicadas.
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Fig. 24. Localizacao de Hsp47 e NP1-GST. Fibroblastos (HGF3) foram incubados por
24 h com 40 nM NP1-GST, fixados, permeabilizados e incubados com anticorpos
anti-Hsp47 (A) e anti-GST (B). Areas em amarelo indicam a colocalizagéo de Hsp47 e
NP1 como revelado por microscopia confocal (C). Barra, 5 mm.



90

o
% —~ 40
© T
=
‘*-I‘GJ
© O 30
4 ©
v £
T g
o © 20
zac}_
>3
8~ 10
| A
o

0

Fig. 25. Producao de IL-6 por fibroblastos de GN e FGH. A concentragdo de IL-6 no
sobrenadante de cultura celular foi determinado por ELISA de captura utilizando
anticorpos anti-IL-6. Os resultados sdo expressos em ng IL-6/célula. A producédo de
IL-6 por fibroblastos de FGH foi significante maior. (p<0,013).
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Fig. 26. Producdo de TGF-B1 por fibroblastos de GN e FGH. TGF-f1 em
sobrenadante de cultura foi rapidamente exposto a HCl para ativagéo, seguido por
ELISA de captura utilizando anticorpos anti-TGF-31. Os resultados s@o expressos em
ng TGF-B1/célula. (p<0,0035)
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Fig. 27. Analise da expressao génica de MMP-1 (painel |), MMP-2 (painel 1), TIMP-1
(painel lll) e TIMP-2 (painel IV) em fibroblastos de GN e FGH. Canaletas A a D
representam GN1, GN3, GN4 e GN5 e canaletas E a H a FGH2, FGH3, FGH5 e
FGH7 respectivamente. Painel V corresponde a expressdo de p-actina. Analise
densitométrica foi realizada considerando um ponto de unidade optica o valor de B-
actina para cada respectiva amostra. Este estudo demonstrou que 2 expressao

génica de MMP-1, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 foi aproximadamente 31%, 38%, 12% e
7%, respectivamente, menor em fibroblastos de FGH
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Fig. 28. Analise zimografica em gel de poliacrilamida co-polimerizado com gelatina,
do sobrenadante de cultura celular de fibroblastos de GN e FGH. Canaletas sao
distribuidos como na figura 27. Observe a presenga de trés enzimas com atividade
gelatinolitica de massa molecular estimada em 98, 70 e 46 kDa nos sobrenadantes
de GN, correspondendo a forma inativa de MMP-9 e as formas ativas de MMP-2 e
MMP-1, respectivamente. Por outro lado, em sobrenadantes de FGH foi detectado
apenas as formas de MMP-1 e MMP-2.
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Fig. 29. Efeito da neutralizacdo de TGF-31 na expressao génica de MMP-1 (painel 1),
MMP-2 (painel Il), TIMP-1 (painel Ill) e TIMP-2 (painel IV). Painel V representa
-eacdes para B-actina. Fibroblastos foram incubados com anticorpos neutralizantes
por 24 h e, a expressdo génica analisada por RT-PCR. Observe a redugao
progressiva nos niveis de MMP-2 e a ligeira estimulacéo de MMP-1 em paralelo com
reducdo nos niveis de TGF-B1. A expressdo de TIMPs n&o foi alterada apds
neutralizacdo de TGF-B1. As canaletas 0; 2,3; 5,0 e 10,0 indicam a concentracdo de

iy

anticorpos
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Fig. 30. Analise zimografica sobre efeito de anticorpos neutralizantes. Os
sobrenadantes das culturas celulares descritos na figura 29 foram submetidos a
analise eletroforética contendo gelatina como substrato. Apds incubacdo do gel em
tampao de ativagao e coloracao por Coomassie blue, pode-se observar uma redugéo
na producdo de MMP-2, enquanto que a producdo de MMP-1 aparentemente foi
discretamente elevada. Canaletas s&o indicados como concentragdo de anticorpos.
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8. DISCUSSAO

Hiperplasia gengival generalizada pode estar associada com ¢ uso de drogas
como fenitoina, ciclosporina e nifedipina (Marshall and Bartold, 1998), ou associada a
condi¢des inflamatdrias e tumorais (Regezi and Sciubba, 1999) ou pode ainda ser
transmitida de forma hereditaria, como componente ou ndo de uma sindrome (Gorlin
et al., 1990). No grupo estudado, a hiperplasia gengival generalizada foi transmitida
de forma autossdmica dominante (Bozzo et al., 1994) e nenhum dos individuos
apresentou qualquer alteragdo comumente descrita em associagéo a fibromatose
gengival.

Estdo bem estabelecidos na literatura as caracteristicas clinicas e histolégicas
da FGH, mas os mecanismos bioldgicos envolvidos no aumento gengival s&o ainda
pobremente entendidos. O aumento na quantidade de tecido conjuntivo observado na
FGH pode ser reflexo de um aumento na proliferacdo celular, aumento na sintese de
colageno e outras macromoléculas da MEC, devido a um desequilibrio na relacao
sintese-degradagdo de MEC resultado da diminuicdo na atividade degradatdria. ou
ainda devido a uma desregulagdo na produ¢do de proteinas que controlam estes
eventos, principalmente citocinas. Embora alguns autores tenham documentado um
aumento na sintese de MEC incluindo colageno, fibronectina e glicosaminoglicanos
e, um aumento nos niveis de proliferacdo celular em fibroblastos de FGH (Shirasuna
et al., 1989; Tipton et al, 1997), os mecanismos bioquimicos envolvidos nesta
doenca continuam incertos. Para avaliar o possivel papel destes fatores na etiologia
da FGH, o presente estudo isclou e caracterizou quatro linhagens celulares de
fioroblastos de individuos de uma mesma familia afetada por FGH e comparou a
atividade destas células em relagao a proliferacdo celular, sintese de Hsp47 € outras
proteinas chaperones, sintese de colageno, producgéo de citocinas TGF-$1, IL-18, IL-
6 e TNF-a e expressdo de MMPs e seus inibidores teciduais com fibroblastos de
gengivas clinicamente normais.

Existem poucos estudos na literatura avaliando o comportamento proliferativo
e a producgdo de colageno por fibroblastos isolados de pacientes com FGH, e os
resultados variam. Johnson et al. (1986) foram os primeiros a isolar e caracterizar os
fibroblastos de uma menina com hiperplasia gengival generalizada associada a
hipertricose, macroglossia e alteragées faciais. Os fibroblastos isolados por Johnson
et al. demonstraram alteracdes nucleares de tamanho e vida celular em cultura curta,
além de proliferarem mais lentamente quando comparados com células de GN. A
quantidade de proteina total sintetizada por estas células foi a mesma que nas
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células normais, mas a quantidade de coldgeno foi apenas a metade da produzida
por células controle. Shirasuna et al. (1989) também isolaram e caracterizaram
fibroblastos de dois irméocs afetados com FGH generalizada. A relacdo de
pr:ﬂiferagéa celular nas duas linhagens de fibroblastos foi menor que a relacdo obtida
por células controles. Por outro lado, a sintese de proteina total, coldgeno e
glicosaminoglicanos foi maior em fibroblastos de FGH. Oikarinen et al. (1989)
estudando um caso de FGH associada a deficiéncia em hormdnios do crescimento,
descreveram uma baixa taxa proliferastiva e uma menor produgdo de mRNA para
colagenos tipos | e [H Tipton et al. (1997) obtiveram resultados diferentes aos
previamente descritos, ao descreverem uma velocidade de crescimento maior em
fibroblastos de FGH. Estes autores também analisaram a sintese de colageno tipo i e
fibronectina, sendo que os resultados indicam que fibroblastos de FGH produzem
significantemente mais colageno tipo | ¢ fibronectina que fibroblastos derivados de
GN.

Nossos resultados de proliferac@o celular e sintese de colageno foram
similares aos publicados por Tipton et al. (1987). Fibroblastos de FGH apresentaram
através de cinco ensaios diferentes de andlise de proliferacdo celular (ensaic de
grescimento celular, ensaio colorimétrico de MTT, contagem e medida de regides
organizadoras nucleares, determinacéo da expressao de PCNA e incorporacéo de
BrdUJ) uma maior taxa de proliferagdc celular. Analises por citometria de fluxo
confirmaram estes resultados demonstrando gue embora os fibroblastos de GN e
FGH séo dipldides, fibroblastos de FGH mostraram uma maior porcentagem de
células nas fases S e Go/M do ciclo celular. Esta € uma relagBo n&o usual que tem
geralmente  sido descrita em processos proliferativos  agressivos  como
pseudossarcomas (Ro et al.; 1993; Oshiro et al., 1994). Estas células também foram
capazes de sintetizar maiores quantidades de colageno comparado com fibroblastos
de gengiva normal,

Nos também demonstramos gque fibroblastos de FGH  produzem
aparertemente colageno tipo | normal com a relagio estequiométrica de
fwt(Diola2(l)]. Estes resultados s&0 consistentes aos dados da literatura que
descreveram que os tipos de colagenos e as relagbes estequiométricas sac as
mesmas em gengivas normais e hiperplasias gengivais generalizadas induzidas por
drogas ou de origem genética (Becker et al,, 1967; Johnson et al,, 19886),

Os dados na literatura em relacéo a proliferacao celular e sintese de colageno
por fibroblastos de FGH s8o controversos. Explicactes para estas diversidades de
resultados sao dificeis. Contudo, possivels explicacdes incluem diferencas nas
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condigbes de cultura como obtengdo e manuseio das linhagens celulares, e
variagbes inter-individuais dos pacientes influenciadas por fatores sistémicos efou
ambientais. A paciente do estudo de Johnson et al. (1988) apresentava hipertricose,
macroglossia e anomalias faciais em associacdo com ¢ aumento gengival. Estes
autores classificaram este caso como sindrome de Zimmerman-Laband. No trabatho
de Oikarimen et al. (1990) a paciente apresentava além do aumento gengival,
deficiéncia nos niveis de hormdnios do crescimento. Os pacientes do estudo de
Shirasuna et al. (1889) e Tipton et al. (1997) ndo apresentaram nenhuma outra
alteragdo em associacdo com a FGH, assim como foram os pacientes do Nosso
estudo; desta forma, as diferencas encontradas entre estes estudos podem ter sido
influenciadas por variagdes inter-individuais.

Qutra possivel explicacdo para tal diversidade de resultados pode ser apoiada
na teoria da subpopulagdo celular proposta por Hassell and Cooper (1980) e
confirmada por Phipps et al. (1997). Estes autores demonstraram que existem
subpopulacGes de fibroblastos gengivais com diferengas genotipicas e funcionais,
mas com similaridades morfoldgicas, em tecidos normais € alterados. Esta hipdtese
de diferentes subpopulacbes celulares € suportada por diferengas significantes nos
niveis de producdo de varias moléculas da MEC como colageno, fibronecting,
proteoglicanos e glicosaminoglicanos. (Hassell et al., 1978; Ko et al., 1977; Hassell
and Stanek, 1983; Bordin et al., 1984; Narayanan and Page, 1985). Estes estudos
sugerem que alteracbes no tecido conjuntivo gengival podem ser resultado da
estimulacdo e da instabilidade das subpopulacdes de fibroblastos residentes, e ndo,
da presenga de um novo tipo alterado, sendo que as proporgdes dos vérios subtipos
celulares e as atividades podem ser reguladas por mediadores quimicos tal como
citocinas.

Qutro fato importante que apoia o uso desta hipotese na FGH esta relacionado
com o inicio das manifestacBes clinicas. A FGH é raramente observada ao
nascimanto ou meses apos o nascimento. O notéavel aumento gengival necessario
para o diagnéstico da doencga € apenas observado durante as fases de erupcéo da
denticdo decidua, sugerindo gue ¢ trauma e/ou 0s produtos da inflamacdo gengival
podem contribuir para a selegdo e ativacdo de subpopulacbes de fibroblastos
capazes de proliferar mais rapidamente efou sintetizar elevados niveis de MEC.
Embora as condicbes inflamatorias sejamn de curta duracdo, fibrobliastos de tecidos
fibroticos, pelo menos in vifro, podem manter o fendtipo ativado mesmo na auséncia
de fatores de estimulacdo (l.e Roy, 1974, Hassell et al., 1976; Duncan and Berman,
1987, Jordana et al., 1988).
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Embora nossos resultados de proliferacéo e sintese de coidgeno divergem de
alguns trabalhos na literatura que utilizam fibroblastos gengivais de pacientes com
FGH, é interessante notar que estes resultados sdo consistentes com vérios estudos
de drogas induzindo hiperplasia gengival (Vemillo and Schwartz, 1987; Narayanan et
al., 1988; Salo et al,, 1990}, e estudos de desordens fibrdticas que atingem pulmdes,
rins e pele (Le Roy, 1974; Thompson and Helliday, 1983; Jordana et al, 1988).
Fibroblastos gengivais de pacientes com hiperplasia gengival induzida por fenitoina
ou nifedipina mostraram maior velocidade de proliferagéio e maior producdo de
colageno que pacientes ndo reativos a droga (Narayanan ef al, 1988; Fujii et al.,
1994}, A adicdo de fenitoina a culturas de fibroblastos gengivais também resulta em
um aumento na sintese de colageno (Vemnillo and Schwartz, 1987).

Citocinas podem estimular a proliferacdo de fibroblastos tdo bem quanto a
sintese de colageno. Devido a este fato, nés decidimos investigar os niveis de
producdo de quatro citocinas {IL-1p, IL-6, TGF-B1 e TNF-¢) descrifas na literatura
- como fator mitotico efou estimulante da sintese de colageno em fibroblastos de FGH,
. @ comparar com a producdo de fibroblastos oriundos de GN. Para nosso
| conhecimento, este & o primeiro estude gue analisa a producio de IL.-1B, 1L-8 ¢ TNF-
o em fibroblastos provenientes de hiperplasias gengivais.

As citocinas apresentam importantes fungdes ndo apenas na manutencéo da
homeostasia celular, mas também na patogénese de muitas doengas, principaiments
- relacionadas a0 periodonto. Elevados niveis de produg@o de IL-6 e TGF-1 por

fibroblastos de FGH, apresentados nesta dissertacio estdo em concordancia com os
resultados de outros estudos, que analisande fibroblastos isolados de tecidos
fibroticos demonstraram, embora em tecidos diferentes aos gengivais e em doencas
diferentes a FGH, aumentados niveis de expressao destas citocinas (Piguet et al.,
1988, Broskelmann et al,, 1981; Giri et al., 1988; Coker and Laurent, 1998; Takemura
gt al., 1998; Haque et al., 1998).

Estudos utilizande bleomicina como indutor de fibrose pulmonar demonstraram
aumeanto na expressao genica de TGF-B1 em paralelo com 0 aumento na expressao
e deposicao de colageno (Hoyt and Lazo, 1988). Elevados niveis de expressao e
producao de TGF-1 foram também observados em fibroses pulmonares de humanos
{Brockeiman et al., 1991). Giri et al (1988) aplicando anticorpos anti-TGF-B1
demonstraram uma redugdo na deposicdo de colagenc e, conseglentemente da
fibrose em camundongos induzidos por bleomicina. Tipton and Dabbous (1998)
descreveram elevados niveis de producdo de TGF-31 & TGF-B2 em fibroblastos de
FGH quando comparado com células normais. Estes autores também descreveram
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que ndo existiu diferencas significativas nos niveis de expressdo de TGF-f mRNA
entre os tipos celulares, como revelado pela técnica de RT-PCR. Desta forma,
podemos especular que 0 aumento na producdo de TGF-B é devido a diferencas pds-
transcricionais entre fibroblastos de HGF e fibroblastos normais.

A adigdo de anticorpos anti-TGFB ao meio de cuitura de fibroblastos de FGH
produziu moderada diminuic80 nos niveis de coldgeno, mas em todas as linhagens
celulares, os niveis de produgdo continuaram maiores que os das células controle
{Tipton and Dabbous, 1998). Estes resultados sugerem que a estimulacdo autéerina
de TGF-B parece estar envolvida com a regulacdo da produgéo de colageno, mas
outros mecanismos podem fambém estar envolvidos, isto € niveis basais
aumenrtados ou estimulacdo por outros fatores de crescimento como por exemplo fL-
B,

Ao contrario da FGH e fibroses pulmonares, no escleroderma sistémico de
pele, doenga caracterizada pela deposicdo de grandes quantidades de colageno, a
expressdo de TGF-B foi 8 mesma ou ligeiramente elevada (Needleman et al., 1990;
Vuorio et al., 1991). Estas diferencas podem ser devido a doenga ou ao tipo de tecido
analisado. Por outro lado, niveis elevados de IL-6 s&o observados em paralelo a
producdo de colageno por fibroblastos da pele de pacientes com esta doenca
(Takemura et al., 1998; Zurita-Salinas et al., 1998), Niveis elevados de express&o de
iL-6 s&o também observados em fibroses da submucosa cral (Hague et al., 1998);
queldides (Grahary et al., 1995) e mielofibroses (Rameshwar et al., 1968).

TGF-§ saéc secretados de forma constitutiva, principalmente na forma latente
(inativa) (Lawrence et al,, 1285} e devem ser ativados antes de avaliados por ELISA,
o qual detecta principalmente formas ativas. Contudo, recentes estudos descreveram
a secrecgo de formas ativas por queratindcitos e céiulas tumorais, € demonstraram
que a quantidade, apesar de pequena, € suficiente para agir nas células de forma
autocrina {Glick et al., 1880; Anteaga et al., 1890).

Por ser a caracteristica mais evidente, o acimulo anormal de tecido conjuntivo
tem tradicionalmente sido considerado resultado do aumento local na deposicéo de
MEC. Contudo, recentes estudos tém reconhecido a importancia dos mecanismos de
degradacéo e remodelagdo da MEC. A relstiva importancia de cada um destes
processos € ainda incerta em muitas doencas fibroticas, o qual inclui a FGH, mas
sugere um sinergismo de processos. Devido a este fato e ao fato de ndo existir na
literatura outros estudos similares em FGH, nds decidimos analisar a expressao e
producdco das principais MMPs e TIMPs sintetizadas por fibroblastos. Nossos dados
demonstraram que a fibrose observada em pacientes com FGH esta associada, entre
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outros fatores, com alteragbes especificas na atividade degradatéria de uma maneira
gue favorece o acumulo de MEC, principalmente devido a reducdo na expressio e
producéo de MMP-1 & MMP- 2.

Alteracbes no balanco proteolitico de MMPs e TiMPs foram demonstradas
estarem implicadas em uma variedade de modelos experimentais de fibrose in vifro,
i&o bem gquanto in wivo. Cultura de fibroblastos de pacientes com escleroderma
sistémico expressaram menos MMP-3 e maiores quantidades de TIMP-1 favorecendo
o acumulo de matriz (Bou et al., 1994), Fibroblastos cultivados de fibrose démmica
induzida por radiagio produziram niveis baixos de MMP-1 ativada em paralelo com a
reducdo na expressao génica (Lafuma et al., 18584). TIMP mRNAs foram aumentados
nestas culturas celulares suporfando a concepgdo de alteragdes no balango
degradatdrio. Em pacientes com cirrose, um aumento na expressdo e producio de
TiMPs e uma reducdo nos niveis de MMP-1 e MMP-2 foram identificados por ensaios
imunohistoquirnicos e por técnicas de hibridizagao in sifu (Fukuda et al., 1991; Milani
st al., 1994; lredale, 1997). Administracdc de CCl4 para ratos causou uma reducio
na expressao de MMP-2 e um aumento na expresséo de TIMP-1 e TIMP-2 em
paralelo a fibrose hepatica (Herbst et al., 1997, iredale et al., 1898). Aumentos nas
expresstes de TIMP-1 e TIMP-2 mRNAs foram também demonstrados em fibroses
renals induzidas por diabetes (Nakamura et al, 1994), proteinuria (Eddy and
Giachelli, 1985), obstrugdo tumoral (Diamond, 1995) e administragéo de ciclosporina
{Duymelinck et al.,, 1998). Fukuda et al. (1998) analisando mudancas na expressao
de componentes da MEC, MMPs e TIMPs em pacientes com fibrose pulmonar
descreveram uma reducdo na expressio de MMP-1, MMP-2 e MMP-9 e um aumento
na expresséo de TIMP-1 em associagio com o aumento na produgdo de colagenos
tipos |, 1 e IV e fibronectina. De forma geral, estes estudos e os resultados aqui
apresentados sugerem que a desreguiacdo no balango proteolitico de MMPs-TIMPs
pode ser um dos mecanismos base para as doencas caracterizadas por fibrose
tecidual.

Devido ao fato de MMP-2 atuar principaimente sobre colagene tipo IV, o
coldgeno da membrana basal, o papel biolégico desta reduzida expresséo em FGH &
incerta. Contudo, recentemente foi demonstrado que MMP-2 pode degradar colageno
tipo | nativo (Aimes and Quigley, 1985). Conseqlentemente, estas alteragbes
parecem favorecer uma redugdo no catabolismo do colageno, o qual pode contribuir
para um acumulo mesmo na auséncia de aumento da expresséo génica,

A expresséo de MMPs e TIMPs é regulada por uma série de citocinas entre as
auais estdo iL-1, TNF-o, PDGF, bFGF e EGF (Murphy et al., 1980; 1981, Matrisian et
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al, 19980; Murphy and Hembry, 1992). Receniemente, Iredale et al (1991)
demonstraram & influéncia de TGF-B1 na expresséo de MMPs e TiMPs. A adigdo de
TGF-B1 a culturas celulares de células estreladas hepaticas, células associadas 20s
fendmenos de cirrose, diminuiu a expressao de MMP-1, por outro lado, estimulou a
expressdo de MMP-2, TIMP-1, TIMP-2 e colageno. Visto que TGF-$1 pode influenciar
a produgao de MMPs e TiMPs tao bem quanto estimular a proliferaco de fibroblastos
¢ a sintese de colageno (ignotz et al., 1986; Overall et al., 1988b; Edwards et al,,
1892, Klim et al., 1898), nds decidimos determinar se o efeito autdering de TGF-1
poderia suportar as alteracbes na expressao e producdo de MMPs e TiMPs. Em
nossos estudos, a neutralizacdo de TGF-B1 promoveu uma ligeira estimulacdo na
expresséo de MMP-1 e uma brusca diminuicdc em MMP-2, enguanto que néo
influenciou na expresséo de TIMPs. Estes resultados sugerem diferentes vias de
estimulacido para MMPs e TIMPs. Enguanto as MMPs parecem ser reguladas por
efeitos autdcrinos de TGF-B1, TiMPs n&o. Estes dados tambem sugerem um
potencial fibrogénico a TGF-B1, primeiro por estimular a sintese de colageno e, em
segundo por inibir a sintese de MMPs. Resultados similares foram observados
tammbém em hiperplasias gengivas resuliantes do tratamento com ciclosporina
{Thomason et al., 1998), um regime associado com aumento Nos niveis de producio
de TGF-B31 (Shin et al., 1998).

Nossos estudos também revelaram que 0$ niveis de TIMPs em fibroblastos de
GN foram ligeiramente maiores ou equivalentes a aqueles de fibroblastos de FGH e
remanescem inalterados apéds neutralizacdo de TGF-1. Geralmente, TGF-31 esia
associada com um aumento na producdo de TIMP-1 (Overall et al., 1989a; 198%3b).
Contudo, ciclosporina induzindo fibrose gengival focal esta associada com aumentos
na expressdo de TIMP-1 e diminuigdo na expresséo de MMPs {Duymelinck et al.,
1898). Os resultados de MMPs e TIMPs em FGH comparados com ciclosporina
induzindo aumento gengival sugerem que diferentes subpopulagbes de células
gengivais estdo afetadas a cada instante, ou que a base destas condi¢fes ndo esté
completamente associada com a estimulacao autdcrina de TGF-B1 sozinha.

Em relacdo a2 Hsp47, o presente estudo demonstrou qgue Hsp47 foi produzida
em maiores quarntidades por fibroblastos FGH como revelado pelos ensaios de
Western biot e imunoprecipitacgo. Foi também demonstrado que a elevada
expressao de Hsp47 mRNA em fibroblastos de FGH, correlaciona com o aumento nos
niveis de produgdo de colageno. Neste estudo, utilizando-a técnica de dupla
marcacdo e analise por microscopia confocal, nés fomos capazes de mostrar a
colocalizacén de Hspd7 e colageno tipo | nas regifes do RE e compartimentos
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intermediarios. Em adicdo, demonstramos que a expresséo de Hsp47 & modulada por
condigBes de estresse e por pro-peptideos correspondendo a regi@o N-terminal das
cadeias a1({).

Proteinas destinadas a secrec@o séo geraimente transporiadas ao RE e
posteriormente ao complexo de Golgli antes de serem secretadas ao meio
extracelular (Alberts et al., 1994). Esta etapa parece ser fundamental para os eventos
de maturacéo e estruturagdo correta das moléculas. Foi demonstrade que proteinas
chaperones residentes do RE participam dos eventos de maturacdc e regulam
algumas das efapas de translocagio (Jungnickel et al, 1994). Por exemplo,
- cotégenos fibrilares sBo secretados como trés cadeias o que se associam entre si e
- adquiremn a estrutura de tripla hélice nos compartimentos do RE. Hsp47 e outras
proteinas chaperones (Grp94, Grp78 e PDI) foram sugeridas como sendo as
responsaveis pela regulacdo da polimerizagéo e formacao da estrutura terciaria de
moléculas de coldgeno (Nakai et al 1992, Sauk et al., 1994; Ferreira et al. 1994},
MNesta dissertac8o foram empregadas as técnicas de imunoprecipitacéo utilizando
anticorpos anti-Hsp47 e colageno tipo | para demonstrar a associagdo entre Hsp47 ¢
coldgeno tipo | nas fases iniciais de maturagdo da molécula.

A idéia que um complexo de chaperones € necessaric para o processamento,
maturacéo e translocacdo de proteinas em formacio através das organelas celulares
n&o é exclusiva de colageno. Melnick et al. (1892) demonstraram que Grp78 e Grpo4
s&0 fundamentais para a estruturac@o correta de imunoglobulinas. Em E. cofi, Dnak
{Hsp70) reconhece cadeias nascentes de proteinas e associa com Dnal na
estabilizacdo dos polipeptideos em um estado intermediario a estrutura terciaria da
molécula. Em um processo dependente de GrpE e energia proveniente da hidrolise
de ATP, a molécula em estruturacdo & transferida para GroEL (Hsp60), o qual
catalisa a conformacdo tercidria final (Langer et al., 1992). A concepcBo que um
namero de chaperones existem em associagéio a um heterocomplexo foi primeiro
descrito por Pendew and Whitilaw (1991), quando encontraram trés proteinas,
Hsp90, Hsp56 ¢ Hsp70, em ensaios de purificag@o de Hsp90 de extratos celulares.
Posteriormente, 0s receptores do hormonio progesterona foram demonstrados
estarem associados a heterocomplexos que contém estas tres HSFs (Pratt, 1993}

A exata segléncia de interacdes durante a maturacdo e translocagde dos
colagenos fibrilares ndo esta ainda estabelecida. Contudo, algumas informacgtes
descritas por Ferreira et al. (1994} na andlise de polissomos contendo cadeias
nascentes de colageno tem contribuide para o entendimento parcial de alguns dos
eventos envolvidos. Quando polissomos isolados de fibroblastos 373 foram
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fracionados por cromatografia de afinidade em Q-Sepharose, e ensaios de
imunoprecipitac&o utilizando anticorpos anti-Hsp47 ou anti-colagenc tipo | foram
realizados com a fragao nao ligante (fragéo que contém as cadeias nascentes Nes
estagios iniciais de formagao), foram observados a precipitagdo de pro-colageno, PDI
e Hspd7. Por outro lado, quando ensaios similares foram realizados com © eluato
(fracBo que contém a molécula na estrutura de tripla hélice), ocorreu a precipitacéo
de pro-colageno, Grp78, Grp94 e Hsp4d7. Estes resuliados permitem concluir que logo
apos a entrada das cadeias nascentes no {tmen no RE, Hsp47 e PDI rapidamente
associam com as cadeias e gue, nos estagios finais da maturaco, Grp78 e GrpY4
s&o importantes para a estruturacdo e/ou importantes como checkpoints da molécuia,
prevenindo a formacéo de estruturas incorretas. Adicionalmente, permite concluir gue
Hspd7 funciona como uma chaperone para 0s evenios de estruturacdo e transporie
da molécula no RE.

Outra importante ferramenta utilizada para examinar as interagfes entre
colageno e Hsp47 & encontrada em pacientes com osteogeéenese imperfeita (Chessier
and Byers, 1992; 1993; Kojima et al, 1997). Estes sstudos demonstram que
moléculas de colageno malformadas formam complexos estaveis com Grp78 ¢
Hsp47. A expressio de Grp84 tambeém €& aumentada, mas ao contrario das outras
duas HSPs, GrpY4 néo forma estrutura estavel. Estes resultados sugerem primeiro
gue Grp78 pode funcionar como uma molécula de verificagdo, com a capacidade de
analisar e reconhecer estruturas incorretamerte formadas e, em segundo, permite
especular a participagdo de Hspd47 no sistema proteolitico associado ac RE. A
participagdo de Grp78 neste sistema foi descrita em estudos que analisaram
imunoglobulinas mutanies (Hendershot et al., 1988; Klausner and Sitia, 1980; Melnick
et al., 1992).

Como demonstrado nesta dissertacdo e em outros estudos (Ferreira et al.,
1894; Satoh et al., 1996), Hsp4d7 parece funcionar como uma proteina chaperone
para cadeias nascenies de coldgeno. Embora demonstrado que Hspd? apresenta
funcdo importante no controle da producdo de coldageno sob condicbes de estresse
celular, ¢ papel bioldgico sob condicdes normais tem recebide grande atencdo nos
ultimos anoes. Os niveis de Hsp47 foram mostrados estar alterados apds modulacgdo
da sintese de colageno através de condicbes fisioldgicas tal como diferenciagdo das
celulas FS por inducdo com acido retindico (Ferreira et al.,1896) e através de
condicdes patolégicas tal como fibrose renal, hepatica e pulmonar (Masuda et al,,
1984; Razzaque and Taguchi, 1997; Sunamoto et al., 1998a; Razzaque et al,, 1988za;
1998b; 1998¢c; Cheng et al., 1998, Moriyvama et al, 1998). Em condicbes



. patofisioldgicas, um aumento na expressdo de Hsp47 e colageno tipo | mRNAs foi
demonstrado por Northern blot durante a progressio da fibrose hepatica induzida por
- CClg (Masuda et al., 1994). Estes autores também demonstraram que a indugéo de
Hsp47 ndo é causada diretamente pela toxicidade de CClyg, mas € induzida em
paraielo com a progressao da fibrose.

Razzaque et al. (1998a) descreveram a produgao de Hsp47 e colagenos tipos
i e It em ratos induzidos a fibrose pulmonar por bleomicina. Estes autores
observaram que a quantidade de colagenos tipe | ¢ W e Hspd7 foram
- progressivamente  aumentando durante o desenvolvimento de  fibrose.
- Adicionalmente, afravés de ensaios imunohistoquimicos demonstraram a
colocalizacdo de Hspd47 e colagenos. Recentemente, Kuroda et al (1988)
demonstraram elevada expresséo de Hsp47 mRNA e profeina em pacientes com
asclerose sistémica. Estes autores também analisaram o efeito de citocinas (TGF-§,
iL-4 e INF-y) na producéo de Hsp47 por fibroblastos isolados destes pacientes. TGF-
8 e L4 aumentaram o0s niveis de Hsp47 mRNA, enguanto INF-y reduziu. Os
resuliados permitem concluir que TGF-f e {14 s8o potentes candidatos para a
patogénese da doenca, enquanto que INF-y & importante agente anti-fibrético e pode
ser importante farmaco no tratamento da esclerose sistémica, t8o bem quanto em
outros modelos de fibrose tecidual. Um aumento na expressao de Hspd?7 e colageno
foi também detectado in vifro durante a fibrose renal induzida por nefrectomia
{Sunamoto et al., 1998); por tratamento com soro sanguineo contendo anticorpos
anti-timécitos (Razzague and Taguchi, 1997) e por administracdo do antibidtico
gentamicina (Cheng et al., 1998). Em humanos, um aumento na expressio de Hsp4d7
em paralelo com a express@o de colageno foi observada em pacientes com
nefropatia diabética e nefroesclerose hipertensiva (Razzaque et al., 1898).
: Estudos por RT-PCR demonstraram que a expressdo de Hsp47 mRNA &
. aumentada em fibroblastos de FGH. A identificacdo do(s) sinal(is) que ativa o
acumulo de Hspd7 mRNA é de considerdve! importancia para o entendimento dos
mecanismos moleculares da fibrose gengival de pacientes com FGH. E bem
conhecido que sob condicbes de estresse, Hspd47 é rapidamente induzida via o
sistema fator-elemento de choque térmico iocalizado entre 0s nucleotideos 61 e <79
do gens Hsp47 (Hosakawa et al., 1983). Contudo, 0s mecanismos envolvidos na
regulacio de Hsp47 em condigbes de homeostasia celular 80 ainda desconhecidos.
Para © momento, nds conhecemos que a regido promotora do gene Hsp47 contém
uma regido TATAbox, guatro sitios de ligagéoc Sp-1 e um sitio de ligagdo AP-1
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{Hosakawa et al, 1993). Possiveis candidatos para este mecanismo regulatorio
incluem a familia GATA de falores de transcricgo e a familia TGF-B.

Recentemente, o fator de transcrigéio GATA-4, um fator de transcrigo induzido
por acido retindico, foi demonstrade ligar a regido promotora do gene Hsp4/ de
células FS, sugerindo que GATA-4 pode também controlar outros genes envolvidos
com a formagao de MEC (Wang et al., 1994). Yamamura et al. (1988} demonstraram
que TGF-B1 é capaz de ligar a duas porgbes da regido franqueadora, -3,8a-2,7 Kbp
e -280 a -50 bp, do gene Hspd7 e desencadear a sintese protéica. Como
demonstrado nesta disseriacéo e no recente estudo de Tipton e Dabbous (1998},
fibroblastos de FGH produzem elevados niveis de TGF-B1, o qual poderia agir de
forma autdcrina na propria célula. Contudo, onde a indugéo de Hsp47 em fibroblastos
de FGH é reguiada por uma destas vias, € onde a inducao paralela de Hspd7 e
coladgeno & regulada pelos mesmos mecanismos s&o ainda incertos,

O estudo comparativo da influéncia de diferentes formas de estresse na
sintese de colageno e a resposta a pro-peptideos, mostrados aqui, revelaram que
fibroblastos de FGH e GN respondem de maneira muito similar. Contudo, em
condighes de homeostasia, fibroblastos de FGH produzem maiores quantidades de
colageno e Hsp47. A base parz estes aumentados niveis € ainda inceria, mas a
desregulacéo na producdo de TGF-B1 e IL-B, fornece fortes evidéncias para a
patogénese da FGH afravés de um efeito autdcrino destas citocinas.

A propriedade de Hsp47 ligar a gelatina, base para a descoberta da proteina
{(Kurkimen et al., 1884), é mediada por ligagdes com as regides de repeticdo Gly-X-Y
localizada na por¢do central da molécula (Nagata et al.,, 1988). Em um grande
namero de estudos, o qual inclui esta dissertacdo, muito mais cadeias o 1{l) foram
coprecipitadas por anticorpos anti-Hsp47 que cadeias o2(l) e, recentes evidéncias
demonstraram que Hsp47/ liga preferencialmente a regides especificas da porgédo N-
terminal das cadeias at(l) (Hu et al,, 1895). Além disso, fratamento com anti-sense
oligonucleotideos contra Hsp47 tem reduzido a producio de Hspd7 e colageno (Sauk
et al., 1994; Sunamoto et al, 1998b). Por esta razdo, nosso objetive foi o de
determinar se pré-peptideos correspondendo aos residuos 23-108 das cadeias a1(l)
poderiam suportar um controle negativo na regulagéo da producéo de colageno e
Hsp47. Estes estudos revelaram gue NP1 diminui a producdo de colageno e
dramaticamente reduz os niveis de Hsp47 em fibroblastos de FGH. Andlise por
microscopia confocal demonstrou a localizaggo de NP1-GST e Hsp47. Estes
resultados sugerem gue NP1 inibe a producéo de colageno por competir com cadeias
nascentes por Hsp47.
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Por outro lado, pro-peptideos correspondendo a porgbes N e Cterminal de
at{l} foram demonstrados diminuir os niveis de colageno mRNA (Paglia et al., 1979:
Wu et al.,, 1986). A correlagdo entre sintese de colageno e niveis de mRNA foram
também demonstrados por Uitto et al. (1985), indicando que a relagdo pré-
transcricional n8c é um fendmeno limitado. Estes autores sugeriram que pré-
peptideos poderiam atuar diminuindo a relagée de transcricdo ou aumentando a
relacao de degradacao do mRNA ou, ambos. Apesar de ndo termos analisados os
niveis de mRNA para colageno e Hsp4/, nossos resultados de microscopia confocal
demonsiraram que apds 24 horas, NP1 estava principaimente acumulado no ntcleo.
Onde a redugdo na producao de coldgeno esta associada a competicado por Hspd7?
ou a uma reducdoe nos niveis de mRNA tornam alravés deste ponto de vista,
inconclusivos apenas por este estudo.

Embora os resultados sugiram que © comportamento alterado de fibroblastos

de FGH seja reflexo da estimulagdo autéerina de TGF-B1, a base genética desta
doenca, em particular desta familia, ndo & conhecida. Em outra famiiia, Hart et al.
{1998) mapearam FGH gene utilizando marcadores de polimorfismo para ©
cromossomo 2p21 entre os locus D251788 e D25441. Esta regido do cromossomo 2
ndo é diretamente associada com TGF-1, contudo, esta regido apresenta os sitios
de ligacdo para calmodulina, o precursor da bomba de calcio/sédio, e para a proteina
de ligagio FK506. TGF-81 induz o dominio de ativacéo de transcrigdo de CTF-1, o
protétipo membro da familia de fatores de transcri¢io CTF/NF-1. TGF-§ induz CTF-1
por sinalizacdo de calcio livre, o qual correlaciona com o proposto papel de controlar
a bomba de calciolsddio. Contudo, o exato mecanismo de acio de TGF-§ neste
nrocesso € ainda pobremente entendido (Alevizopoulos et al., 1997).
: Em resumo, baseado nos resultados desta dissertacdo podemos conciuir que
o aumento gengival generalizado observado em pacientes com FGH € reflexo do
aumento na capacidade proliferativa de fibroblastos gengivais residentes, de um
aumento na producdo de colageno e de uma reducdo na atividade degradatéria de
enzimas do grupo das MMPs. Todos estes eventos biologicos sugerem ser
" modulados pelos estimulos autéerinos de TGF-B1, que € produzida em grandes
- guantidades por fibroblastes de FGH. Em adigdo, podemos concluir que a FGH
- representa um excelente modelo experimental para estudo dos eventos regulatérios
de doencas caracterizadas por hiperplasia de tecido conjuntivo
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CONCLUSOES

Morfologicaments em condicGes de subconfluéncia celular, fibroblastos de FGH e
GN apresentam tipicas caracteristicas estruturais, contudo, em condigbes de
saturacdo da densidade celular, fibroblastos de FGH s&o mehores que
fibroblastos de GN.

Linhagens celulares de fibroblastos de FGH apresentaram uma velocidade
proliferativa maior que linhagens de fibroblastos de GN.

A guantidade de colageno tipo | produzida por fibroblastos de FGH € maior que
células normais. Este colageno apresenta tipica distribuicdo estequiometrica.

A expressdo e producdo de Hsp4d7 em fibroblastos de FGH é regulada por
estresse e por pré-peptideos correspondendo a porgdes N-terminal das cadeias
at(l).

A producido de H-6 e TGF-B1 s&o elevadas em fibroblastos de FGH guando
comparadas com fibroblastos de GN, enguanto que as citocinas iL-18 € TNF-«
nio foram produzidas por todas as linhagens celulares de fibroblastos de GN e
FGH.

A reduzida expresséo de MMP-1 e MMP-2 por fibroblastos de FGH pode contribuir
por um balanco proteoclitico desreguiado, o qual favorece ¢ acumulo de tecido
fibroso. A express@o de MMP-1 e MMP-2 é controlada pelo efeito autdcring de
TGF-31.

A expressao de TIMP-1 e TIMP-2 é reduzida em linhagens celulares de pacientes
com FGH quando comparado com células de GN. Esta expresséo n&o € regulada
pelos estimulos autdcrinos de TGF-B1.
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