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LISTA DE PALAVRAS E ABREVIATURAS EM LATIM

GN = Gengiva Normal

IFNy = Interferon vy

a-SMA = [soforma o de Actina de Musculatura Lisa
TGF-B1 = Fator de Crescimento Transformante-Beta 1
CTGF = Fator de Crescimento de Tecido Conjuntivo
RT-PCR = Ensaio Semi-Quantitativo da Transcriptase Reversa-Reacdo em Cadeia
da Polimerase

WB = Western Biot

MEC = Matriz Extraceiular

MMPs = Metaloproteinases de Matriz

Elisa = Enzyme-Linked immunoSorbent Assay
DMEM = Meio de Eagle modificado por Dulbecco.

c¢DNA = Acido desoxirribonucléico complementar.



1. Resumo

Miofibroblastos s#o as principais células envolvidas em desordens fibréticas.
O exato surgimento destas células permanece parcialmente desconhecido, porém
inumeros estudos apontam para TGF-B1 como uma molecula chave para o
desencadeamento a partir da transdiferenciagéo de fibroblastos ou da diferenciagao
de células mesenquimais indiferenciadas. O objetivo deste estudo foi determinar se
a super-expressdo de Smad 7, um reguiador negativo da atividade de TGF-B1,
poderia inibir a transdiferenciagéo de culturas celutares de GN em miofibroblastos.
Com este intuito, uma cultura celular de GN foi estabelecida e forgada a super-
expressar de forma estavel a proteina humana Smad 7 ou o gene bacteriado CAT.
Nossos resultados demonstraram que a Super-expressao de Smad 7 biogqueou
parcialmente a transdiferenciagao de miofibroblastos induzida pelo tratamento com
TGF-B1, como revelado pela reduzida expressdo de a-SMA, o principal marcador
celutar de miofibroblastos. Concomitantemente, células super-expressando Smad 7
e tratadas com TGF-B1 apresentaram uma significante reducido na produgdo de
colageno tipo | € na expresséo de CTGF comparado com as células controle. Os
resultados deste estudo permitem concluir que a super-expressao de Smad 7 é
eficaz no bloqueio da transdiferenciagdo de culturas celulares de GN em
miofibroblastos induzida por TGF-B1 e permite sugerir que a inibicao da cascata de
ativagdo de TGF-p1 pode ser ciinicamente efetiva no tratamento doengas fibroticas,

inciuindo as que afetam o tecido gengival.



2. Infroducao

Miofibriblastos s&o células especializadas que exercem fungdes importantes
em processos fibroticos através da sintese elevada de matriz extracelular, proteases
e citocinas (1). Estas células apresentam um fendtipo hibrido, contendo
caracteristicas de fibroblastos e de células de musculatura lisa (2,3) e sio
caracterizadas pela expressao de «-SMA estando presentes de forma transiente em
processos de reparo, aonde exercem papel importante na contragao da ferida (1).
Porém, quando persistentes sao responsaveis pela formagéo de processos fibrosos,
como nos casos dos queldides e das fibroses renais, pulmonares e pancreaticas
(4,5). Miofibroblastos sdo caracterizados por uma producéo elevada de citocinas,
incluindo TGF-p1, MEC, particularmente colageno, e uma sintese reduzida de
MMPs, que s&o as principais enzimas responséaveis pela degradagéo da MEC (1).
Embora os mecanismos que induzam o aparecimento dos miofibroblastos sejam
parcialmente desconhecidos, estudos recentes demonstraram uma origem a partir
da diferenciagdo de células indiferenciadas ou através da transdiferenciagiio de
fibroblastos (5,6,7) processo que se inicia com a aquisicdo de fibras do estresse
compostas por actina citoplasmatica e a produgéo de fibronectina celular (4).

Os mecanismos que desencadeiam a transdiferenciagéo dos miofibroblastos
parecem desconhecidos, porém vérios estudos demonstram um papel importante
para TGF-31 neste processo (8,9). TGF-$1 € uma citocina multifuncional pertencente
a familia TGF-B de polipeptideos. A denominagdo TGF é devido a habilidade deste
fator permitir que células normais cres¢am em uma condicdo independente de
ancoragem (crescimento em soft agar), uma caracteristica exciusiva de celulas
malignas (células transformadas), e por causar transformagdes fenotipicas em
fibroblastos (10,11). Esta citocina regula varios eventos celulares como proliferacao,
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diferenciacéo, adesdo, mobilidade, apoptose e resposta imunoldgica. O inicio da
sinalizacdo depende da ligagdo de TGF-B1 aos seus receptores transmembranicos
(TGFR | e TGFR Il), esta ligagéo ativa os mensageiros citoplasmaticos, Smad 2 e/ou
Smad 3, que sdo fosforilizados e se ligam ao co-fator Smad 4, formandc um
complexo. Este complexo é translocado ao nucleo onde ira funcionar diretamente
como fator de transcrigdo, aumentando a expressdo de CTGF, ou indiretamente,
associando-se a proteinas de ligacao do DNA.

Em oposicio aos efeitos de TGF-$1, algumas citocinas inflamatorias
demonstram um efeito inibitorio na transdiferenciagéo dos fibroblastos. Apds o
tratamento de culturas celulares com a citocina inflamatoria IFNy, observou-se uma
diminuigio na expressdo de o-SMA e colageno tipo | (12,13). Simultaneamente, o
tratamento com IFNy induziu rapidamente a expressé@o de Smad 7, uma moiécula
que regula negativamente a atividade de TGF-B1 impedindo a fosforilagdo do Smad
2 e Smad 3 e, conseguentemente, inibindo a expresséao de CTGF. IFNy nag alterou
os niveis de Smad 6 e TGF-p1 (14,15). Tendo em vista estes nossos resultados
prévios, o objetivo deste projeto foi a determinar os efeitos da super-expressao de
Smad 7 em culturas celulares de gengiva normal (GN). Para determinar os efeitos
da super-expressao de Smad 7, clones celuiares especificos de GN foram
estabelecidos através da transfeccéo estavel de plasmideos contendo a seqiéncia
completa do ¢cDNA humano de Smad 7 ou plasmideos controle expressando o gene
bacteriano CAT. A detecc@o do marcador especifico de miofibroblastos a~-SMA foi

realizada por RT-PCR e western biot. O ensaio de ELISA para colageno tipo | e

CTGF foi utilizado para avaliar a atividade metabdlica dos miofibroblastos.
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3. Objetivos

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da super-expressao de Smad 7
na prevencao da transdiferenciagéo de culturas celulares de GN em miofibroblastos
induzida por TGF-81. Em adic&o, noés avaliamos o gfeito da super-expressao na

producio de colageno tipo | e CTGF.

4. Materiais e Métodos
4.1. Culturas Celulares

A linhagem celular de GN usada neste estudo foi previamente obtida pela
técnica do explante (16), e encontrava-se armazenada em nitrogénio liquido no
L aboratério de Cultivo Celutar, da Area de Patologia Bucal e Genética da FOP-
UNICAMP. As células foram descongeladas e mantidas em DMEM (Invitrogeny},
contendo 10% de soro fetal bovino, 100 pg/mi de penicilina, 120 pg/ml de sulfato de
kanamicina a 37°C em atmosfera com 5% de CO2. Todos os experimentos foram

realizados usando-se células entre a terceira e décima passagens.

4.2. Transfecgédo

O método escolhido para avaliar o efeito da super-expressao da proteina
Smad 7 em células de GN foi o de estabelecer uma linhagem celular expressando,
de forma estavel, o plasmideo pcDNA3.1 contendo o cDNA completo do gene
humano Smad 7 fusionado a um pequeno fragmento do proto-oncogene c-Myc
(pcDNA3.1-Myc-Smad  7), gentitmente cedido pelo Dr. Azeddine Affi, da
Universidade de Pars, Franga (17). Como controle, nos utilizamos O mMesmo
plasmideo contento o gene CAT no local de Myc-Smad 7. Ambos os plasmideos
contém a seqiiéncia genética responsavel por conferir resisténcia ao antibiotico

puromicina, permitindo desta maneira a sele¢dio das células transfectadas.
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Primeiro foi realizado a transformagéo dos plasmideos. A expansdo dos
plasmideos foi realizada através da transformacéo de bactérias E. coli competentes
DH5-a (Invitrogen) pelo método de choque témico e formagdo de colénias
resistentes em meio de cultura LB-agar contendo 100 ug/ml de ampicilina
(Invitrogen). Para isto, 50 pl de uma solucéo de bactérias foram misturados com 100
ng de cada plasmideo e mantidos no gelo por 30 min. Transcorrido este periodo, as
células foram mantidas a temperatura de 42°C por 1 min e rapidamente resfriadas
no gelo por 2 min. Em seguida, 450 ! do meio de cultura LB liquido foi adicionado a
cada tubo e colocado sobre agitacdo por 1 h a 37°C. As baciérias foram semeadas
em placas de cultura contento LB-agar e 100 pg/ml de ampicilina nos volumes de 10,
100 e 200 pl e incubadas por 16 h a 37°C. Seguindo a etapa de transformacéo, as
células foram expandidas através da selegdo de uma dnica coidnia de cada
plasmideo em 5 ml de meio LB liquido por 16 h a 37°C. Os plasmideos de expressao
foram purificados com o Kit Purelink HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen), de
acordo com as instrugbes do fabricante. Pureza e concentragéo foram determinadas
pela leitura da absorbancia de uma amostra com concentracdo de 1% nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm (espectrofotdmetro Genesys 2, Spectronic
inst., Rochester, NY, EUA).

Apds a expansio dos plasmideos foi feita a transfecgéo. Resumidamente,
células foram cultivadas a uma confluéncia de 50-60% e foram tratadas por 24 h
com uma mistura de 1 ml de meio de cultura sem soro fetal bovino ou antibiéticos
contendo 3 pg de Lipofectamina 2000 (invitrogen) € 1 pg de plasmideo. Apés o
periodo de transfecgdo, as células foram cultivadas com meio de cultura até
confluéncia. Apos este periodo as células foram incubadas com meio de cultura

contendo o antibidtico de selegdo. As células sobreviventes foram cultivadas e
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testadas quantc da super-expressdo do gene de interesse e esiocadas em

nitrogénio liquido.

4.3. Caracterizagdo da Super-Expressdo de Smad 7 na Linhagem Celular de
GN.
A caracterizagéo da superexpresséo foi realizada por ensaios de analise da

transcriptase reversa-reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR) e por western biot.

4.3.1. RT-PCR para Smad 7

RNA foi extraido das culturas celulares com o reagente TRlzol, como
recomendado pelo fabricante (Invitrogen). A concentracéo e pureza dos RNAs foram
determinadas por espectrofotometria a 260/280 nm (espectrofotometro Genesys 2,
Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA), enguanto que a integridade foi verificada em
gel de agarose/MOPS/formaldeido. Trés pg de RNA total foram transcritos
reversamente a cDNA adicionando a mistura contendo 1 pl de Oligo-dT (0,5 mg/ml),
4 l de 5x tampao de sintese (200 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI), 1 pi da mistura
de dNTPs, 2yl de 0,1 M de DTT, 1 ui de RNAase OUT (Invitrogen) e 1 pl de
Superscript Il RT (200 U/ut; Invitrogen). A mistura foi incubada por 50 min a 42°C e
posterior 15 min a 70°C. O cDNA resultante foi amplificado em um termociclador
(modelo 9600, Applied Biositems, Foster City, CA, EUA) em uma reagé@o composta
por 1 uM de cada primer, 2 mM MgCI2, 0,8 mM dNTPs e 0,025 U/pl Taq DNA
polimerase. Os primers foram para Smad 7 sense 5 CGTCCACGGCTGCTGCATAA
3’ e antisense 5 ATGCTGTGCCTTCCTCCGCT 3. Os produtos de PCR foram
corados com brometo de etideo e separados eletroforeticamente em gel de 1%

agarose/TAE (tampao Tris-Acido acético-EDTA).
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4.3.2. Western Blot para Smad 7

Culturas celulares foram coletadas, lavadas em PBS e incubadas com tampéo
de lise sem detergentes (10 mM Tris-HCI pH 8, 0,01 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSE, 1 mM NEM, 1 mM DTT, 10 pg/ml STI, 1 mg/ml leupeptina e 1 mg/mi
aprotinina), associado a lise mecanica através da passagem da solug&o por seringas
de 1 mi. Apds centrifugagio e determinagao da dosagem protéica pelo método de
Bradford, 50 pg de proteina total de cada amostra foi misturada com tampao de
amostra redutor (2% SDS, 125 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glicerol, 0,001% azul de
bromofenol e 20% DTT), fervida por 10 min e separada eletroforeticamente em gel
10% SDS-PAGE. O material eletroforizado foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose (poro de 0,45 mm; Invitrogen). As membranas foram tratadas por 2ha
temperatura ambiente ou por 16 h a 4°C com PBS acrescido de 10% leite desnatado
e incubado com anticorpos anti-Smad 7 (Santa Cruz) por 2 h. Apos lavagem, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundério conjugado a enzima
peroxidase e reveladas com o kit de quimioiuminescéncia seguindo normas do
fabricante (Amershan Pahrmacia Biotech, Arlington Heighs, IL, EUA). A membrana

foi ento envolta por plastico e exposta ao filme radiografico.

4.4. Tratamento com TGF-1

Apés o estabelecimento das celulas expressando estavelmente Smad 7 deu-se
inicio ao tratamento com TGF-B1. TGF-1 liofilizado (R&D Systems, Mineapélis, MN,
EUA) foi dissolvido em meio de cuitura, aliquotado e armazenado a -80°C. Os clones
de GN controle e super-expressando Smad 7 foram tratados com 10 ng/mi de TGF-B1
em meio de culiura contendo 0,1% de FBS durante 3 dias. Como controle, as células

forma cuitivadas da mesma maneita, mas sem a presenca da citocina. Em seguida, o
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efeito na transdiferenciacio em miofibroblastos foi analisado por ensaios de RT-PCR e
western blot com anticorpos especificos contra a-SMA, como descrito por Sobral et. al.

(2007). O efeito na produgéo de colageno tipo | e CTGF foi determinado por ELISA.

4.5. ELISA para Colageno Tipo |

Para determinar a atividade dos miofibroblastos, a produc&o de colageno tipo
| foi avaliada por ELISA. Resumidamente, meio de cultura foi coletado e as células
foram lisadas em 0,5 M acido acético por 30 min a 4°C. O meio de cultura e as
células foram misturados, liofilizados e reconstituidos em &cido acético. As amostras
foram diluidas 100 vezes e aplicadas para sensibilizar placas de ELISA de 96-pocos
por 2 h. Os pogos foram lavados e sitios ligantes ndo-especificos foram blogueados
com BSA a 3% em PBS por 2 h. Apos 3 lavagens com solugdo de PBS contendo
Tween 20 a 1%, foi adicionado os anticorpos anti-colageno tipo | humano conjugado
a biotina (Chemicon Int., Temecula, CA, EUA) na diluigéo de 1:2.000 por 2 h. Apds
outra etapa de lavagem, foi adicionado estreptavidina conjugada a peroxidase
(Vector Labs) na concentracéo de 1:500 por 1 h. As reagdes foram reveladas pela
adigéo de 200 pl da solugdo de 0,2 mg/mi de o-fenilenodiamina em 0,1 M de tampé&o
fosfato-citrato pH 5.0 contendo 0,05% H202. A reagao foi finalizada pela adigdo de 2
N H2S04 e a absorbancia avaliada a 490 nm utilizando um leitor automatico de
ELISA (Bio Rad, Hercules, CA, EUA). Paralelamente, outra placa foi conduzida da
mesma maneira e utilizada para determinar o numero de células por pogo. Uma
curva padrao foi construida utilizando colageno tipo | purificado da placenta humana

{Chemicon Int.) e os valores expressos como ng de colageno tipo l/célula.
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4.6. ELISA para CTGF

Sobrenadante celular foi coletado e as células para determinar o namero de
células por poco. Em triplicata, 200 ul do sobrenadante foi utitizado para sensibilizar
placas de 96-pogos por 2 h a temperatura ambiente. Seguindo sensibilizagao, os
pocos foram lavados e sitios ligantes ndo-especificos foram bloqueados com BSA a
3% em PBS por 2 h. Apos 3 lavagens com solucéo de PBS contendo Tween 20 a
1%, foi adicionado os anticorpos anti-CTGF (R&D Systems) na diluicao de 1:200 por
2 h. Apos outra etapa de lavagem, foi adicionado anticorpo anti-human IgG
conjugado & peroxidase (GE Healthcare) na concentragdo de 1:1.000 por 1 h. As
reagbes foram reveladas pela adicdo de 200 pl da solugdo de 0,2 mg/ml de o-
fenilenodiamina em 0,1 M de tampao fosfato-citrato pH 5.0 contendo 0,056% H202. A
reagao foi finalizada pela adicdo de 2 N H2SO4 e a absorbancia avaliada a 490 nm

utilizando um leitor automatico de ELISA (Bio Rad, Hercules, CA, EUA).

4.7. Analise Estatistica

Diferengas na produgao de colageno tipo | € CTGF entre os clones celulares

foram avaliadas por teste T de Student com p<0,05, como indicador de significancia.

5. Resultados e Discussao
5.1. Obtencio das Culturas Gengivais super-expressando Smad 7

Smad 7 é um regulador negativo da atividade de TGF-B1 por competir com
Smad 2 e Smad 3 pelo sitio de ligago ao receptor transmembranico ativado (18). Para
avaliar o efeito da super-expressao de Smad 7, uma finhagem celular de GN foi
forgada a expressar de forma estavel Smad 7 ou o gene bacteriano CAT. Para tanto foi

feita a transfeccdo estavel de plasmideos contendo a seqiiéncia completa do cDNA
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humano de Smad 7 ou plasmideos controle expressando o gene bacteriano CAT. A
caracterizacio dos clones foi inicialmente realizada por RT-PCR. Como controle da
reacio, nos analisamos a expressdc de Smad 6, o outro membro da familia Smad que
também apresenta um papel na regulagéo negativa (bloqueio) da cascata de ativagao
de TGF-p1 (14,15). Como esperado, a expressao de Smad 7 foi marcadamente maior
das células transfectadas com o plasmideo especifico comparado com as células
transfectadas com o plasmideo controle. Em adigéo, nao houve diferenca no padréo de
expressao de Smad 6 pelos clones celulares (Fig. 1). A confimac&o da super-
expressdo de Smad 7 foi também realizada por ensaios de western blot. Figura 2
ilustra a super-expressdo de Smad 7 nas células transfectadas com o plasmideo
especifico. Estes resultados indicam que a transfeccao foi efetiva, as celulas super-
expressaram Smad7, porém sem alterar as caracteristicas intrinsecas da célula, fato

evidenciado pela nao alteragdo do nivel de expressao de Smadé (Fig. 1).

5.2. Super-Expressio de Smad 7 Blogueia a Transdiferenciagdo de
Miofibroblastos Promovida pelo Tratamento com TGF-B1

Miofibroblastos, as principais células envolvidas em desordens de origem
fibrética, séo caracterizadas pela grande expressao a-SMA(1). Evidéncias recentes
demonstram que os efeitos de TGF-B1 na produgdo de MEC e na transdiferenciacao
de miofioroblastos s@o mediados por CTGF (18). Esta transdiferenciagdo ocorre
quando, apds a ligagdo do TGF-B1 aos seus receptores transmembranicos, Smad 2 e
3 sado fosforilados e conjugados com Smad 4 (cofator), sendo entao transiocados para
o nicieo aonde atuam diretamente como fatores de transcrigao, ou indiretamente,
associando-se a proteinas de ligagdo de DNA (19). Ao contrario do Smad 2 e Smad 3,

Smad 6 e Smad 7 possuem uma atividade inibitéria na cascata de ativacao de TGF-B1
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(20). O bloqueio da cascata de ativagdo TGF-B1 seria uma terapia interessante, no
entanto, a falta de entendimento com relagio as culturas gengivais limita qualquer
acdo terapéutica. Com o objetivo de melhor compreender este mecanismo, apds a
confirmacéo da super-expressio de Smad 7, os clones foram submetidos ao
tratamento com TGF-B1 em uma concentragao de 20 ng/mi por um pericdode 72he o
efeito na transdiferenciagéio de miofibroblastos foi analisado através do westem blot. A
andlise de westem blot demonstrou que a super-expressdo de Smad 7 parcialmente
preveniu a transdiferenciacdo de miofibroblastos induzida por TGF-f1 (Fig. 3). Estes
resultados foram confirados pelos ensaios de RT-PCR que também demonstrou que

os niveis de expressdo de Smad 6 foram inaiterados apés o tratamento com TGF-p1

(Fig. 4).

5.3. Super-Expressdo de Smad 7 Reduz a Produgdo de Colageno Tipo 1 e a
Expressido de CTGF Promovida pelo Tratamento com TGF-$1.

Estudos recentes demonstram o importante papel de TGFBt1 na
transdiferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos e o papel de CTGF tem neste
processo. Miofibroblastos, as principais células envolvidas em desordens inflamatorias,
sédo caracterizadas pela grande produgao MEC, principaimente colageno (1). Com o
intuito de avaliar os efeitos da superexpressdo de Smad 7 nas células de culturas
gengivais transfectadas, estas foram tratadas com TGF-p1, substancia que €
conhecida por aumentar os niveis de expresséo de colageno tipo | e CTGF, em uma
concentragao de 20 ng/mi por um periodo de 72 h. Apds o tratamento com TGF-1 as
culturas celulares tiveram seu sobrenadante coletado e analisado pelo método de
ELISA para colageno tipo | € CTGF. Os resultados estao apresentados nas figuras 6 e

7. Em ambos os casos (TGF-f1 e CTGF) houve uma diminuicdo substancial da

19



expressao quando comparamos as células superexpressando Smad 7 com as células
controle expressando CAT. Estes resultados indicam que a superexpressao de Smad 7
pode ser efetiva no bloqueio no fendtipo miofibroblastico em culturas gengivais,
podendo ser um alvo interessante no tratamento de desordens de origem fibrética,
porém um completo entendimento dos eventos envolvidos neste processo se fazem

necessarios antes de qualquer tentativa neste sentido.

GN-CAT GN-Smad 7

Smad 6 >

Smad 7 >

GAPDH >

Figura 1. Caracterizagéo do clones especificos. Andlise por RT-PCR dos niveis de
Smad 6 e Smad 7 nos clones celulares transfectados com o plasmideo contendo o
gene controle CAT e o gene Smad7. Este resultado demonstra que as células
transfectadas com o plasmideo contendo o gene Smad 7 apresentam uma
expressao marcadamente maior de Smad 7 comparado com as células controle. A

expressao de Smad 6 nao foi modulada.
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GN-CAT GN-Smad 7

Smad 7 > R

pActin >

Figura 2. Analise por western blot dos clones especificos transfectados com o gene
controle CAT e com o gene Smad 7. A reagdo de B-actina foi utilizada como controle.
Este ensaio demonstrou que existe uma diferenca marcante dos niveis de produgao de
Smad 7 das células transfectadas com o plasmideo Smad 7 em compara¢cao com

plasmideo controle.

21



GN-CAT GN-Smad 7
- + - +  TGF-B1

o-SMA > -
B-Actin > wige P

Figura 3. Analise por western blot demonstrando que a super-expressao de Smad 7

bloqueia a indugdo da transdiferenciagéo de fibroblastos gengivais em miofibroblastos
induzida por TGF-p1. Clones foram tratados com 20 ng/ml de TGF-b1 e submetidos a

analise de western blot com anticorpos especificos contra a-SMA e B-actina.
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Figura 4. Super-expressdo de Smad 7 inibe a transdiferenciagdo em miofibroblastos
induzida por TGF-p1. Clones tratados com TGF-§1 por 3 dias foram coletados e
submetidos a ensaios de RT-PCR com primers especifico para Smad 6, Smad 7,
CTGF, o-SMA e GAPDH, este ultimo como controle da reagao. Como antecipado,
super-expressio de Smad 7 preveniu a transdiferenciagdo em miofibroblastos induzida

por TGF-B1. Simultaneamente, a super-expressdo de Smad 7 bloqueou a ativagao de

CTGF associada com a cascata de sinalizagdo de TGF-B1.
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Figura 5. Efeito de TGF-B1 na produgéo de colageno tipo | pelas linhagens celulares
super-expressando Smad 7. O tratamento com TGF-$1 mostra que as células super-

expressando Smad 7 tiveram uma produgdo reduzida de colageno tipo |1 quando

comparada a célula controle, que super-expressa o gene bacteriano CAT.
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Figura 6. Efeito de TGF-p1 na produgéo de CTGF pelas linhagens celulares super-
expressando Smad 7. Apos o tratamento com TGF-$1 em uma concentragado de 20
ng/ml por um periodo de 72 h, o sobrenadante foi coletado e analisado pelo método

Elisa. O resultado demonstra que as células super-expressando Smad 7 tem uma

producao marcadamente reduzida de CTGF quando comparada as células controle.
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7. Conclusoes

Os resuitados deste estudo revelaram que o blogueio da transdiferenciacio das
culturas celulares de GN em miofibroblastos exercido por Smad 7 & provaveimente
mediado por uma inibicio na cascata de ativagao de TGF-81, tendo em vista que a
transfecgdo com o plasmideo contendo Smad 7 néo alterou os niveis de Smad 6 e
TGF-B1. Nos observamos que culturas gengivais superexpressando Smad 7, quando
tratadas com TGF-B1, tem sua transdiferenciagdo bloqueada parcialmente, fato
evidenciado pela redugédo na expressio de o-SMA e colageno tipo I. Esta inibigao e
acompanhada por uma significante inibigdo na expresséo de CTGF, sugerindo que
Smad 7 interferiu na cascata de sinalizagéo, impedindo a transcrigio de CTGF e
blogueou parcialmente a transdiferenciacéo das cuituras de GN.

Os resultados deste estudo também permitem sugerir que a inibigio da cascata
de ativagdo de TGF-B1 via super-expresséo de Smad 7 pode ser clinicamente efetivo
no tratamento de aumentos gengivais de origem fibrética, porém nossa incompleta
compreenséc dos eventos envolvidos neste tratamento fimitam a aplicagéo terapéutica

deste tratamento.
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