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Resumo

Introdugio: a expansio da maxila induz a formacdo de novo osso na sutura palatina mediana por
um processo de proliferacao e diferenciacio celular. A for¢a de expansdo pode estimular, nas cé-
lulas progenitoras, a producio de citocinas com atividade osteoindutiva, tais como o transforming
growth factor B1 (TGF1). Objetivos: o principal objetivo deste estudo foi determinar a funcio
dessa citocina nos estagios iniciais de expansao da sutura palatina mediana. Métodos: um aparelho
ortoddntico foi instalado entre os molares superiores direito e esquerdo de ratos com 4 semanas de
idade. A for¢a de expansio inicial foi de 50g. Os grupos controle e experimental foram sacrificados
nos dias 0, 2 e 5. Cortes bucais de 6um foram obtidos e sujeitos a técnica de hibridizacdo in-situ.
Resultados: dois dias ap6s a aplicacio de forca, as células osteocondroprogenitoras, distribuidas no
lado interno do tecido cartilaginoso, exibiram altos niveis de transcri¢do de transforming growth
factor B1. No dia 5, o nivel de transcricdo de TGFB1 foi observado nos osteécitos e nas células
osteoblasticas, na superficie do novo osso. A atividade osteobléstica foi confirmada por meio de um
estudo imunohistoquimico utilizando-se Osteocalcina-Pro (OC-Pro). Conclusées: os dados suge-
rem que a expansdo da sutura palatina induz a diferenciacio de células osteocondroprogenitoras
em osteoblastos, estimuladas pela producio de citocinas.

Palavras-chave: Transforming growth factor B1. Proliferacdo. Diferenciagdo. Osteoblastos.
Hibridizagdo “in-situ”.

INTRODUCAO os lados da camada precartilaginosa. A primeira

A cartilagem da sutura palatina mediana de ra- camada ¢ preenchida por células pré-condroblis-
tos em crescimento ¢ composta por camadas de ticas e mesenquimais nao diferenciadas, que apre-
células precartilaginosas, localizadas na parte cen- sentam alta capacidade de proliferar e diferenciar-
tral da sutura, e cartilaginosas maduras, em ambos se em condrocitos e osteoblastos.
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A formagio dssea na sutura palatina mediana
inicia-se na regido externa do tecido cartilagino-
so por ossificacio endocondral. A medida que a
forca ortodontica expansional é aplicada a sutu-
ra, um novo processo de formacdo dssea é ini-
ciado, a ossificacdo intramembranosa, na parte
interna do tecido cartilaginoso”!8. Esse processo
envolve a proliferacdo das células mesenquimais
ndo diferenciadas e a diferenciacio dessas célu-
las em osteoblastos. Kobayashi et al.” relataram
a resposta celular precoce causada pela inducio
da forca ortoddntica, sendo observado um au-
mento na expressdo de Proliferating Cell Nu-
clear Antigen (PCNA), um marcador especifico
para proliferacdo celular, e vérias outras protei-
nas da matriz 6ssea, na regido interna do tecido
cartilaginoso. Os resultados demonstraram que
o estresse mecanico é um fator importante na
mediacdo de proliferacio e diferenciacdo celu-
lar, transformando células osteocondroprogeni-
toras em osteoblastos.

Entretanto, o mecanismo molecular da res-
posta celular para a atividade proliferativa e
diferenciacio de células progenitoras em osteo-
blastos, mediadas pela aplicacio de forca expan-
sional, nio est4 totalmente esclarecido.

Muitos autores tém demonstrado o envolvi-
mento do Transforming Growth Factor (TGFf1)
— uma citocina pertencente ao grupo de “TGFp
superfamily” — na formacio 6ssea tanto em ex-
perimentos in vivo'"'?' como in vitro*8°.

Em decorréncia da alta capacidade osteogé-
nica dessa citocina, foi proposta a execucao do
presente trabalho, cujo objetivo foi mensurar os
niveis de transcricio de TGFB1, por meio da téc-
nica de hibridizacdo in situ, quando uma forca
ortododntica expansora era aplicada a sutura pa-
latina mediana de ratos em crescimento.

MATERIAL E METODOS
Expansao da sutura palatina mediana

Ratos Wistar, com 4 semanas de vida (Charles
River Corporation, Kanagawa, Japao), pesando
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aproximadamente 75,2+8g, foram mantidos em
biotério com disponibilidade de agua e ragio a
vontade (Oriental Yeast, Toquio, Japao).

Eles foram tratados de acordo com o protoco-
lo aprovado pela Comissio de Etica para animais
da Universidade de Nagasaki, Japdao. Um apare-
lho ortoddntico (0,014" Co-Cr wire, green Elgi-
loy Semi-resilient wire, Rocky Mountain Morita
Corporation, Denver, CO, EUA), com intuito de
expandir o palato, foi instalado nos molares su-
periores direito e esquerdo, como descrito por
Kobayashi et al.”

Inicialmente, a forca expansional foi ajustada
para 50g com um tensiometro (Tomy Interna-
tional Co., Téquio, Japdo). Os grupos controle e
experimental foram sacrificados nos dias 0, 2 e 5.
Cada grupo foi composto por trés animais.

Preparacdo do tecido para
a imunohistoquimica

A maxila foi removida cirurgicamente e fixa-
da por imersdo em paraformaldeido a 4%, over-
night a 4°C. Apés a fixacdo, a maxila foi descal-
cificada em acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 10% por 10 dias e a temperatura de
4°C. A maxila foi desidratada em uma série gra-
duada de etanol e embebida em parafina. Cortes
seriados de 6um de espessura foram obtidos na
regido mesial da raiz do primeiro molar superior
e montados em laminas revestidas com 3-amino-
propyl-triethoxysilane.

Preparacio do tecido para
hibridizacao in situ

O preparo dos cortes para hibridizacio in
situ foi similar aqueles para a imunohistoqui-
mica. Todas as solugdes estavam com atividade
livre de RNAse, por meio da adi¢io de DEPC
(diethyl pyrocarbonate) a 0,1% em H,O.

Preparacdo de probes cRNA marcados com

digoxigenina para hibridizacao in situ
Os plasmideos contendo TGFB1 ¢cDNA foram
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transferidos para a bactéria Escherichia coli com
intuito de amplificar a soma de cDNA.

O TGFB1 cDNA foi cortado na regido BamHI/
HindIII e subclonado no vetor Bluescript KS+ e
usado como modelo para a producdo de cRNA.

RNA antisense de fita simples marcado com
digoxigenina (complementar) e sense (ndo com-
plementar) foi preparado com kit de marcadores
DIG-RNA (Boehringer Mannheim, Alemanha).

A transcricio foi executada usando-se T3 ou
T7 RNA polimerase.

As marcacdes com digoxigenina foram con-
firmadas pelo uso de hibridiza¢ao em filtro. Cada
probe reage somente com uma fita reversa cor-

respondente de RNA.

Hibridizacao in situ

A hibridizacio in situ foi executada pelo mé-
todo de Nakase et al.!3

Apo6s o bloqueio da atividade da fosfatase al-
calina com 4cido, os cortes foram incubados com
RNA probesemarcadoscomDIG-UTP(1,5g/ml),
overnight a 55°C. Apés lavagem extensiva e
tratamento com RNAse, os probes marcados
com DIG foram detectados com anticorpo anti-
DIG conjugado com fosfatase alcalina e 5 bro-
mo 4-cloro-3 indolil fosfatase como substrato,
usando-se um kit de detec¢io de 4cido nucléico
(Boehringer Mannheim).

O controle incluia: (a) a hibridiza¢do com sense
(mRNA) probe e (b) hibridizacio com nio probe.

Imunohistoquimica e histoquimica

A imunohistoquimica foi executada pelo
método de peroxidase-anti-peroxidase descri-
to por Sakai et al.'® Resumidamente, os cortes
foram pré-tratados antes da incubacdo com os
primeiros anticorpos. O antissoro policlonal de
coelho contra Cathepsin K (CK)? e Osteocal-
cina-Pro (OC-Pro)? de ratos foram diluidos na
concentracio de 1:200 e 1:100, respectivamen-
te, em tampio de bloqueio, e aplicados nos cor-
tes overnight a 4°C.
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No dia seguinte, os cortes foram lavados e
entdo incubados com o segundo anticorpo (anti-
corpo de cabra anti-IgG de coelho).

O local da imunorreatividade foi visualizado
com peroxidase-anti-peroxidase e diamino ben-
zidina, com precipitacdes na cor marrom de ben-
zidina!’.

A imunoreatividade para PCNA foi exe-
cutada usando-se anticorpo monoclonal de
camundongo (clone PC10, DAKO, T6quio, Ja-
pdo) como primeiro anticorpo, na dilui¢io de
1:50, a temperatura de 4°C, overnight.

Os cortes foram corados com streptoavidina-
biotina-peroxidase (Histofine ABC kit-Nichirei Co.
Ltd., Toquio), seguindo as instrugdes do fabricante.

A imunoreatividade negativa foi observada nos
cortes controle usando-se tanto soro normal de
coelho (diluicdo de 1:100) como IgG normal de
camundongo (100g/ml). A histoquimica para he-
matoxilina e eosina foi executada de acordo com o
método descrito por Lyon'?.

RESULTADOS
Mudancas histolégicas observadas durante
a expansao da sutura palatina mediana

No dia 0, a sutura palatina mediana apresen-
tava-se preenchida por um tecido de aspecto
cartilaginoso, composto centralmente por célu-
las compativeis a pré-condroblastos, bem como
por células mesenquimais indiferenciadas, pro-
vavelmente dotadas de capacidade osteocondro-
progenitora. Perifericamente, as células presen-
tes exibiam caracteres de condroblastos maduros
e/ou condrocitos (Fig. 1A).

No dia 2, observou-se um deslocamento das
células cartilaginosas maduras em lateralidade, en-
quanto as imaturas mantiveram-se na regiao cen-
tral. Além disso, observou-se uma aglomeragio de
células na regido de limite entre pré-condroblastos
e condroblastos maduros (Fig. 1B).

Apo6s cinco dias de expansio, ja era possivel
visualizar, permeando o tecido cartilaginoso, tra-
béculas de osso imaturo neoformado (Fig. 1C).
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Hibridizacao in situ e avaliacao
imunohistoquimica

A localizacio de TGFB1 mRNA na cartila-
gem da sutura palatina mediana foi estudada por
hibridizacdo in situ, utilizando-se marcadores
DIG para cRNA probes.

No dia 0, uma reacdo positiva para TGFp1
mRNA (Fig. 2A) foi observada nos osteoblastos
maduros, situados na periferia das trabéculas,
lateralmente as camadas de células compativeis
com condroblastos (ver setas na Fig. 2A).

A imunoreatividade para PCNA (Fig. 2B) foi
positiva nos pré-condroblastos da regido central,
bem como em alguns condroblastos maduros e
hipertroficos localizados na periferia da sutura.
Células clasticas apareceram impregnadas por
substincia cromégena quando se utilizou a mar-
cacdo para Cathepsin (CK) (Fig. 2C), principal-
mente na periferia externa do tecido cartilagino-
so, na transicdo para o tecido dsseo.

Apos dois dias de tratamento, a imunopositi-
vidade para TGFB1 mRNA (Fig. 3A) tornou-se
mais intensa na regido de limite entre pré-con-
droblastos e condroblastos maduros.

ﬁ

Uma forte marcacdo para PCNA (Fig. 3B) foi
observada na mesma area. Em concordancia com
o padrio de reatividade observado no grupo con-
trole, obteve-se marcacio indicativa de atividade
clastica, ou seja, positiva para CK, na face exter-
na do tecido cartilaginoso.

Nos dias seguintes, a expressio de TGFpl
mRNA (Fig. 4A) intensificou-se nos ostedcitos
(setas vazias) e osteoblastos (setas cheias) situa-
dos dentro e na superficie do osso neoformado,
respectivamente (dia 5).

A atividade secretora de osteoblastos obser-
vada na periferia das trabéculas foi confirmada
por meio de estudo imunohistoquimico para
Osteocalcina-Pro (OC-Pro) (Fig. 4B). A ativida-
de clastica (Fig. 4C) exibiu os mesmos padrdes
de marcacido observados no dia O (controle).

DISCUSSAO

No dia 0, a imunoreatividade para PCNA foi
positiva nas células pré-condroblasticas localiza-
das na 4rea central da sutura palatina mediana e
em alguns condroblastos maduros e hipertroficos,

indicando que essas células estio em estagios de

FIGURA 1 - Sequéncia histolégica de mudancas na sutura palatina mediana apds a aplicagdo de forga expansional (Con= controle; PC= células precartilagi-
nosas; c= células cartilaginosas; B= 0sso; NB= novo 0sso; 50ym para os painéis A, B e C).
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"“?

TGFH ' o F

FIGURA 2 - Expressao de TGF31 mRNA (A), PCNA (B) e CK (C), no dia 0 (TGFB1 Transforming Growth Factor 31; PCNA= Proliferating Cell Nuclear Antigen;

CK= Cathepsin K; 10pm para os painéis A, B e C).
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FIGURA 4 - Expressdo de TGF31 mRNA (A), OC-Pro (B) e CK (C) no dia 5 (OC-Pro= Osteocalcina-Pro; 10um para painéis A, B e C).

divisio celular. PCNA é uma proteina expressa no
nacleo das células e age como cofator da DNA po-
limerase delta durante a fase de sintese do DNA!.
Por essa razdo, a sua expressividade foi utilizada
como meio para medir os niveis de proliferacio
celular. Durante essa fase, a atividade proliferativa
pode estar relacionada ao desenvolvimento trans-
versal normal do palato’.

A modificacio na localizacio dos fenémenos
proliferativos ocorreu no segundo dia apos a apli-
cacio da forca expansional, indicada pelo alto ni-
vel de expressio de PCNA, exatamente no limite
entre as células pré-condroblasticas e condroblas-
tos maduros.

Previamente em outro estudo’, foram ob-
servados uma positiva imunorreatividade para
osteocalcina (OCN), um marcador especifico
para osteoblasto, e atividade da fosfatase alcali-
na (Alpase) no mesmo periodo e localizacdo, su-
gerindo que as células osteocondroprogenitoras
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diferenciam-se em osteoblastos em resposta a
forca expansional.

Corroborando com esses resultados, obser-
varam-se, na presente pesquisa, altos niveis de
transcricio de TGFBl mRNA nessa mesma re-
gido no dia 2, assim como em osteoblastos ma-
duros no dia 0.

A expressio de TGFB1 associada a formacdo de
novo osso tem sido investigada por muito autores.
Noda e Camilliere! reportaram a ocorréncia de
formagido ossea depois que TGFB1 foi diretamente
injetada no osso da calvaria de ratos recém-nascidos.

Além disso, a regulacio de TGF1 na dife-
renciacdo de osteoblasto a partir de células me-
senquimaticas nido diferenciadas foi também
mencionada por Joyce et al.> Os autores relata-
ram que TGFB1 induz a diferenciacdo de células
mesenquimaticas do periosteo em osteoblastos,
estimulando-as para a proliferacio e sintese de
matriz proteica extracelular.
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TGFB1 pode, ainda, mediar a osteogénese por
meio do efeito quimiotaxico sobre as células os-
teoblésticas precursoras, recrutando-as para a re-
gido de formacio dsseal®.

Nos estagios finais do tratamento (dia 5), o
processo de formacdo de novo osso continua de-
senvolvendo estruturas ¢sseas em forma de colu-
nas que crescem no centro da sutura.

A imunorreatividade para OC-Pro, um mar-
cador especifico de osteoblasto, na superficie do
novo osso formado confirma a presenca da ativi-
dade osteoblastica nessa regido.

A transcricdo de TGFB1 foi observada em oste-
ocitos e células osteoblésticas no novo osso forma-
do, sugerindo que essas citocinas estao envolvidas
na regulagio da diferenciacio de células mesen-
quiméticas ndo diferenciadas em osteoblastos.

Durante todo o periodo experimental (dias 0,
2 e 5), as células clasticas expressaram imunor-
reatividade para CK, exclusivamente na regido
lateral externa ao tecido com aspecto cartilagi-
noso, seguindo o processo normal de reabsorcio
da matriz cartilaginosa calcificada. Essa protease,
produzida pelo clasto, exerce a fun¢io principal
de auxiliar na degradacdo de proteinas da matriz
6ssea, como o colageno tipo I e Il e a osteonecti-
na pelo clasto®.

Entretanto, nenhuma atividade clastica foi ob-
servada na regido interna ao tecido cartilaginoso,
mesmo observando-se a presenca de vasos san-
guineos que propiciariam a migracdo de células
clasticas precursoras nesse local. Essas alteragdes
na atividade clastica ocorreram, provavelmente,
pelos altos niveis de expressio de TGF1, que
apresentam a capacidade de inibir a diferenciacio
de células clasticas precursoras, e também a capa-
cidade de reabsorcdo dos clastos maduros®.
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CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos no presen-
te trabalho, pode-se concluir que:

A expansio da cartilagem da sutura palatina
mediana aumentou a expressio de TGFB1 nas cé-
lulas localizadas no limite entre a camada de células
precartilaginosas e cartilaginosas, em ostedcitos, e
osteoblastos na superficie do novo osso formado.

A expressividade de TGFB1, associada a presen-
¢a, no dia dois, de Osteocalcina (OCN) e Fosfatase
Alcalina no limite entre a camada de células pre-
cartilaginosas e cartilaginosas, pode ser indicativa
do inicio do processo de diferenciacio de células
osteocondroprogenitoras em osteoblastos.

A neoformacio Ossea na regido interna ao te-
cido cartilaginoso ¢ essencialmente por ossificacio
intramembranosa.

A auséncia de atividade clastica na regido in-
terna do tecido cartilaginoso expandido pode es-
tar relacionada a alta expressividade de TGFBI.

AGRADECIMENTOS

Esse estudo foi financiado pela JICA (Japan
International Cooperation Agency). Meu sinceros
agradecimentos ao Dr. Hideaki Sakai (in memo-
riam), por sua brilhante orientac¢do; ao José Anto-
nio, técnico laboratorial da Universidade Estadual
de Maringd (UEM), por contribuir com os seus
valiosos conhecimentos técnicos.

Enviado em: setembro de 2008
Revisado e aceito: abril de 2009

2010 Nov-Dec;15(6):93-9



Kobayashi ET, Shibata Y, Veltrini VC, Suguino R, Machado FMC, Provenzano MGA, Ferronato T, Kato Y

The expression of TGFB1 mRNA in the early stage of the midpalatal suture
cartilage expansion

Abstract

Introduction: The application of an orthodontic expansion force induces bone formation at the midpalatal
suture because of cell proliferation and differentiation. Expansion forces may stimulate the production of os-
teoinductive cytokines, such as transforming growth factor f1 (TGFB1), in the progenitor cells. Objectives: This
study determined the role of TGFB1 in the early stage of midpalatal suture cartilage expansion. Methods: A
rectangular orthodontic appliance was placed between the right and left upper molars of 4-week-old rats. The
initial expansion force was 50 g. Animals in the control and experimental groups were sacrified on days 0O, 2,
and 5 and 6 pmm thick sections were prepared for an in situ hybridization technique. Results: Two days after
the application of force, prechondroblastic and undifferentiated mesenchymal cells distributed along the inner
side of the cartilaginous tissue had high levels of TGFB1 transcription. On day 5, the TGFB1 transcription was
found in osteocytes and osteoblastic cells on the surface of newly formed bone. Immunohistochemistry using
Osteocalcin-Pro (OC-Pro) confirmed osteoblastic activity. Conclusions: Results suggest that the expansion of
midpalatal suture cartilage induces differentiation of osteochondroprogenitor cells into osteoblasts after stimula-

tion by cytokine production.

Keywords: Transforming growth factor 1. Proliferation. Differentiation. Osteoblast. In-situ hybridization.
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